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Resumen

La investigacion realizada en este Trabajo de Tesis Doctoral comprende la
preparacion y caracterizacion fisicoquimica, biofarmacéutica y la evaluacion in vivo de
dispersiones solidas (DS) de los antiparasitarios albendazol (ABZ) y benznidazol (BZL),
utilizando poloxamer 407 como portador. Estos sistemas farmacéuticos fueron disefiados
para lograr un aumento en la biodisponibilidad mediante una mejora en sus respectivas
cinéticas de disolucion. Tanto ABZ como BZL se caracterizan por presentar solubilidad
limitada, afectando la velocidad de disolucién, lo que podria conducir a una disminucién
de la eficacia terapéutica. Estos farmacos son ampliamente utilizados para tratar la
hidatidosis y la enfermedad de Chagas, respectivamente, enfermedades consideradas
desatendidas u olvidadas, que tienen una alta incidencia en las regiones mas postergadas

del noroeste argentino.

El manuscrito esta organizado de la siguiente manera: Introduccién; 4 capitulos: 1-
Descripcion de los materiales; 2- Descripcion de la metodologia, caracterizacion fisico-
quimica, caracterizacion biofarmacéutica y ensayos in vitro e in vivo; 3- Caracterizacion de

DS de ABZ y, 4- Caracterizacion de DS de BZL; y finalmente las Conclusiones generales.

La caracterizacion fisicoquimica de las DS tanto de ABZ como de BZL demostrd que
la vehiculizacion de los farmacos mediante la tecnologia de dispersiones soélidas produjo
una disminucion de la cristalinidad de los farmacos lo que se correlaciona con un aumento
notable de la velocidad de disolucion. Ademas, no se observaron interacciones quimicas

entre los farmacos y el polimero utilizado para la preparacion de las DS.

Los datos experimentales de la cantidad acumulada de ABZ o BZL disuelto se
analizaron mediante un modelo matematico denominado “modelo Lumped”, que fue
desarrollado y validado por nuestro grupo de investigacion. El modelo considera tanto los
fendmenos de difusion como los de transferencia, y permitié un muy buen ajuste en todos
los analisis de las pruebas de disolucion realizadas en el transcurso de la Tesis. Ademas,
permitié calcular diversos parametros de relevancia farmacéutica valiosos para los estudios
comparativos. Mediante el analisis basado en el modelo Lumped, se pudo observar que las
DS de ABZ como asi también las de BZL, presentaron velocidades de disolucion inicial

superiores a las demas preparaciones con las que fueron comparadas. Ademas, se pudo



concluir que todas las DS preparadas resultaron de liberacion inmediata de acuerdo a las

especificaciones de farmacopeas.

Los resultados obtenidos mediante los estudios in vitro permitieron disefar
adecuadamente los ensayos in vivo. En el modelo murino de hidatidosis (echinococcosis
quistica) todos los tratamientos generaron una disminucion en el peso medio de los quistes
desarrollados en los animales. Sin embargo, sélo el tratamiento con la DS de ABZ evidencio
una disminucion estadisticamente significativa del peso de los quistes en comparacion con
los grupos control. Ademas, los quistes de todos los grupos tratados mostraron
alteraciones en la capa germinativa, con disminucién del nimero de células siendo la

extension del dafio mayor en los tratados con la DS.

En los ensayos de farmacocinética de ABZ en ratones no se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y el de la DS, sin embargo, en el ensayo del modelo de
hidatidosis si hubo diferencias. Esto puede deberse a que el tracto gastrointestinal de los
ratones no es adecuado para este tipo de formulaciones, en comparacién, por ejemplo,
con el de los caninos. Con lo cual podemos concluir que deberia explorarse otra alternativa

para extrapolar estos resultados en un animal con un TGl maés extenso.

Al analizar la susceptibilidad a BZL de los diferentes linajes de T. cruzi empleados (Tcl,
TcV y TcVI) se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos, pero el
dato mas relevante fue la susceptibilidad a BZL de la cepa de mayor prevalencia en el NOA

argentino (TcV).

Por otra parte, en un modelo de infeccidon aguda en ratones infectados con T. cruzi
tratados durante 30 dias los resultados evidenciaron que la administracion de BZL en una

formulacion comercial o en DS era igual de efectiva para reducir la parasitemia.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, se pudo concluir que
las DS constituyen una estrategia muy prometedora ya que se observa una mejora notable
en la velocidad de disoluciéon de ABZ y el BZL, lo que produciria un aumento en la
biodisponibilidad total del farmaco. Sin embargo, es necesario mencionar que se requieren
estudios adicionales para poder continuar con el desarrollo de estas formulaciones para

lograr una transferencia efectiva al sector productivo.
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Introduccion Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

Introduccidn

Para el disefio y la fabricacion de medicamentos a nivel industrial es necesario un
profundo conocimiento de las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo, asi como
de los excipientes utilizados y los aspectos terapéuticos que condicionan su aplicacion
clinica. Sumado a esto, y para maximizar el confort y la adherencia al tratamiento del
paciente, siempre que sea posible se intentara desarrollar formulaciones de facil
administracion, siendo la via oral una de las principales elecciones. La respuesta
farmacolégica esta condicionada por la cantidad/tiempo de farmaco presente en el lugar
de accion, lo que depende de las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto, de las
particularidades de la formulacion y del entorno bioldgico. En ese marco el concepto de
biodisponibilidad (BD) adquiere un rol preponderante. La BD se define como la cantidad
de farmaco que llega en forma activa a la circulacion sistémica y la velocidad a la que

accede a ésta, es decir, la fraccion de medicamento capaz de llegar al lugar de accion.

Uno de los parametros que se puede evaluar in vitro es la velocidad de disolucién del
farmaco y/o liberacion y extension del farmaco que esta disponible para su absorcién. La
disolucion del farmaco o la velocidad de liberacion determinaran directamente la velocidad
de absorcion en los casos en que este sea el paso limitante en el proceso de absorcién. La
importancia y la necesidad de estudiar estos factores se incrementa si el ingrediente activo
presenta problemas de absorcion, o si el objetivo es desarrollar una formulacion avanzada,
como un producto de liberacion modificada o controlada, o si la forma farmacéutica afecta
a las propiedades biofarmacéuticas de cualquier otra manera. Dentro de los factores
limitantes de la absorcién podemos encontrar aquellos que afectan la disgregacion de la
forma farmacéutica, la liberacion o la disolucion del principio activo en el medio fisiolégico,
0 ala absorcién a través de las membranas bioldgicas, afectando todo ello de forma directa
a la biodisponibilidad del farmaco. Siguiendo esa linea de analisis, cabe destacar que una
de las caracteristicas mas relevantes de un compuesto es su solubilidad, de la que va a
depender en gran medida su BD y por ende su eficacia farmacéutica. La solubilidad se
define generalmente como la concentracion del compuesto en una solucién que esta en
contacto con una cantidad en exceso del compuesto sélido, cuando la concentracion y la
forma sélida no cambian con el tiempo (Sugano, Okazaki et al. 2007). La solubilidad esta

estrechamente relacionada con la velocidad de disolucion, proceso cinético que implica el
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desprendimiento de moléculas de farmaco de la superficie solida y la posterior difusion a

través de la capa que rodea la particula sélida.

La importancia de la velocidad de disolucion y, por lo tanto, de la solubilidad acuosa al
actuar como un determinante de la absorcion oral se reconocié formalmente con el
establecimiento del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB) realizado en 1995 por
Amidon y colaboradores. Este sistema clasifica a los farmacos dentro de cuatro categorias
de acuerdo a su solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal. De esta forma, los farmacos
se clasifican en 4 clases (Fig. 1) (Amidon, Lennernas et al. 1995). Se considera que un farmaco
es altamente soluble si su dosis de concentracion mas alta es soluble en menos de 250 ml

de agua, de acuerdo a pruebas realizadas en un rango de pH de 1a 7,5.

100 —
I ; I

Ty - Alta solubilidad « Baja solubilidad
g 10 — » Alta permeabilidad » Alta permeabilidad
“(P:’ i
i |
! '
A '
° 1
o . I 5 v
S « Alta solubilidad | . Baja solubilidad
Q d
£ - Baja permeabilidad - Baja permeabilidad
g s

01 T 1 T T |

1 10 100 250 1,000 10,000 100,000
Volumen requerido para disolver la dosis mas alta (mL)

Figura 1. Clasificacién de los fdrmacos segtn el Sistema de Clasificacidn Biofarmacéutica.

Por otro lado, un farmaco se considera altamente permeable si la absorcién oral se
compara favorablemente (es decir, mas del 90%) con una inyeccién intravenosa del
farmaco. Se puede utilizar esta clasificacion como base para establecer las especificaciones
de disolucion in vitro y también puede proveer una base para predecir la probabilidad de
lograr una adecuada correlacion in vivo-in vitro (CIVIV). Los farmacos de clase | presentan
CIVIV si la velocidad de disolucion es menor que la velocidad de vaciamiento gastrico. Por
el contrario la correlacién es limitada o puede no existir. Para los farmacos clase Il se espera

CIVIV si la velocidad de disolucién in vitro es similar a la velocidad in vivo, exceptuando los
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casos en que la dosis sea muy elevada. Para los de clase /Il la absorcion (permeabilidad) es
el paso determinante y la CIVIV es limitada o no por la etapa de disolucién. En los farmacos

clase IV 1a CIVIV es limitada o simplemente puede no existir (Amidon, Lennernds et al. 1995).

Existe un consenso general en la industria farmacéutica de que los farmacos
candidatos poco solubles en agua son cada vez mas prevalentes. La formulacién juega un
papel importante en la determinacién de la velocidad y el grado de absorcion de los
farmacos desde el tracto gastrointestinal (Gl). Como se mencion¢ anteriormente, la eficacia
terapéutica de un farmaco depende de su BD, que esta directamente correlacionada con
su solubilidad. Muchos farmacos, tanto en desarrollo como en el mercado, son poco
solubles en medios acuosos, a velocidades de disolucion variables. Para conseguir la
concentracion de farmaco deseada en la circulacion sistémica para provocar una respuesta

farmacolégica, mejorar este aspecto es primordial.

1. La via oral para la administracién de farmacos.

A mediados del siglo XX se empezaron a plantear nuevas formas farmacéuticas en
funcion de los conocimientos que generd el estudio de la farmacocinética del principio
activo. A partir de entonces, un farmaco ya no se caracteriza Unicamente por su acciéon
sobre el organismo, es decir, por su farmacodinamia, sino también por procesos
farmacocinéticos (LADME: liberacion, absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion). De
este modo, la investigacion galénica se deriva hacia la obtencion de formas farmacéuticas
que, ademas de desarrollar las funciones clasicamente definidas, logren que el farmaco se
libere en el lugar adecuado y de tal forma que asegure la correcta absorcién con el fin de
obtener una curva de concentracion plasmatica que resulte ptima en cuanto a efecto y
tolerancia en el organismo (Salas 2011). En este sentido, el objetivo principal del disefio de
las preparaciones es lograr una respuesta terapéutica predecible a un farmaco que es parte

de una formulacion y que pueda producirse a gran escala con una calidad reproducible.

Por otro lado, debido a los avances tecnoldgicos tales como el cribado de alto
rendimiento (HTS, acronimo en inglés high throughput screening) y la quimica combinatoria,
se observd un aumento significativo de nuevos compuestos candidatos que tienen

actividad terapéutica aceptable pero solubilidad limitada. Consecuentemente, el nimero
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de farmacos con escasa solubilidad acuosa ha aumentado considerablemente y, por lo
tanto, existe un gran nimero de agentes activos potencialmente utiles que tienen una BD
pobre. La solubilidad del farmaco es una de las propiedades fisicoquimicas mas importantes

que condicionan el perfil farmacolégico y biofarmacéutico.

En este contexto, los farmacos con baja solubilidad acuosa representan un desafio
importante para los cientificos farmacéuticos. Este ha sido uno de los problemas mas
criticos en la industria farmacéutica porque las estimaciones actuales indican que el 60-70%
de los compuestos en desarrollo son poco solubles en agua. Ademas, recientemente se ha
sefialado que el porcentaje puede ser aun mayor, hasta del 90%, para ciertas categorias de
farmacos (Williams 1ll, Watts et al. 2012). De hecho, los compuestos poco solubles
representan el 40% de los 200 mejores farmacos orales comercializados en los Estados
Unidos, y mas de un tercio de los farmacos enumerados en la Farmacopea de los Estados
Unidos caen en las categorias poco solubles en agua o insolubles en agua (Mayol, Quaglia

et al. 2008).

La pobre solubilidad y las bajas velocidades de disolucién son los factores limitantes
mas comunes para la absorcion oral de farmacos, especialmente para farmacos con alta
permeabilidad (Ku 2008). Esto ha sido identificado como una parte importante del elevado
fracaso clinico debido a una farmacocinética deficiente. Para superar estos problemas, se
desarrollaron diversas estrategias de formulacién que incluyen las descriptas en la Tabla 1

(Tang, Sun et al. 2007).

Tabla 1. Mecanismos para aumentar la biodisponibilidad de farmacos poco solubles en agua.

ESTRATEGIA EJEMPLO

Ultra micronizacion o nanometrizacion

A. Modificacién fisica 0 quimica .
Nanoparticulas

b. Obtencién de cristales Formacion de sales

Composicion de solvente
Co-solventes y solubilizacion por
surfactantes

¢. Enfoques de formulacién Modificacién de pH

Dispersiones sélidas amorfas
Complejos de inclusion
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Sistemas coloidales
Micelas
Sistemas de administracién de
farmacos auto-emulsionantes

Liposomas

A. Modificacién fisica:

A.1 Ultra-micronizacién/nanometrizacion de sélidos: Las nanoparticulas permiten superar
los desafios asociados con la formulacion de farmacos insolubles. Las nanoparticulas de
farmacos pueden producirse mediante diversas tecnologias. Los métodos de
homogeneizacién y molienda a alta presién, junto a la técnica de fluidos supercriticos, son
las tecnologias alternativas que se utilizan con frecuencia para producir las nanoparticulas

de farmacos (Kalepu and Nekkanti 2015).

A.2 Nanoparticulas lipidicas sélidas: Son elaboradas con excipientes lipidicos que son
biocompatibles y biodegradables, y la mayoria de ellos son componentes fisioldgicos que
generalmente se consideran seguros (Muller, Radtke et al. 2002). Mediante estos sistemas
se puede lograr una liberacién controlada de farmacos en el tracto Gl en donde la BD se

vea mejorada al disminuir la variabilidad en la absorcion.
B. Obtencion de cristales:

B.1 Formacién de sales: las sales han sido durante mucho tiempo la primera opcion para
mejorar los problemas de solubilidad y de velocidad de disolucion. La formacién de sales
de un farmaco ofrece varias estrategias al cambiar su disolucién, absorcidn y otros aspectos
fisicoquimicos y farmacocinéticos. En los Ultimos 60 afios, la industria farmacéutica ha
utilizado cada vez mas el proceso de salificacién para mejorar las propiedades de los
productos farmacéuticos, y en la actualidad més del 50% de los farmacos en el mercado se

venden como sales (Vioglio, Chierotti et al. 2017).
C. Enfoques de formulacién:

C.1 Co-solvencia y solubilizacién por surfactante: La formulacién de farmacos insolubles
usando co-solventes es también una de las técnicas mas antiguas y ampliamente utilizadas.
La reduccién de la constante dieléctrica es posible mediante la adicion de co-solventes, lo

que facilita una mayor solubilizacién de moléculas no polares de farmaco. Con el fin de
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maximizar la solubilidad y evitar la precipitacion tras la dilucion, los co-solventes se usan

junto con surfactantes y modificadores de pH (Kawakami, Oda et al. 2006).

C.2 Modificacion de pH: Se estima que aproximadamente el 70% de los farmacos son
ionizables, de los cuales la mayoria son débilmente basicos. Los farmacos ionizables
exhiben una solubilidad dependiente del pH, en los que los farmacos débilmente acidos
son mas solubles a pH>pKa (constante de ionizacién) y los farmacos débilmente basicos
son solubles a pH<pKa. Esta solubilidad dependiente del pH se estudié ampliamente para
formular farmacos insolubles, y la mayoria de estas formulaciones se encuentran

disponibles en el mercado (Kalepu and Nekkanti 2015).

C.3 Formas amorfas y dispersiones solidas: Las formas cristalinas estables de los farmacos
presentan problemas de solubilizacion debido a su elevada energia reticular. Por lo tanto,
las formas amorfas desordenadas ofrecen una ventaja sobre las formas cristalinas con
respecto a la solubilidad. Consecuentemente, el cambio de las caracteristicas del estado
solido del farmaco hace que la molécula sea mas soluble en agua (Yu 2001). Por otro lado,
la tecnologia de dispersion solida fue ampliamente explorada en las Ultimas décadas para
la administracién de farmacos insolubles. Las dispersiones sélidas se consideran mezclas
monofasicas de un farmaco y un polimero soluble en agua destinadas a producir una mayor

disolucién acuosa y BD oral (Newman, Knipp et al. 2012).

C.4 Complejos de inclusion: Las ciclodextrinas (CD) son excipientes versatiles estudiados
extensivamente para aplicaciones farmacéuticas. Las CD tienen una estructura de cono
truncado con un interior hidrofdbico y un exterior hidréfilo. La naturaleza hidrofdbica de la
cavidad permite atrapar moléculas hidréfobas y la superficie hidréfila de la CD hace que el
complejo sea soluble en agua. Ademas de la solubilizacion, las CD también se usan para la
estabilizacion del farmaco, la proteccién del farmaco frente a la luz, el estrés térmico y
oxidativo, el enmascaramiento del sabor de los farmacos y la reducciéon de la irritacion

dérmica, ocular o Gl (Kalepu and Nekkanti 2015).

C.5 Micelas poliméricas: Los farmacos insolubles en agua a menudo tienen una mayor
afinidad por los disolventes hidréfobos y también tienen afinidad por la regiéon hidrofdbica
de las micelas. Por lo tanto, la encapsulacion de esos farmacos en micelas permite su
formulacion en vehiculos acuosos. Las micelas poliméricas se forman a partir de polimeros

di bloques tales como PEG-PLA (polietilenglicol -poliacido lactico) o polimeros tribloque
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PLA-PEG-PLA (poliacido lactico- polietilenglicol -poliacido lactico). Debido a la baja CMC,
las micelas poliméricas permanecen estables a baja concentracién de polimero después de

la dilucion con fluidos corporales (Rios-Doria, Carie et al. 2012).

C.6 Microemulsiones y sistemas de administracién de farmacos auto-emulsionantes: Los
sistemas de administracion de farmacos autoemulsionantes han ganado importancia
debido a su capacidad para potenciar la solubilidad y la BD de farmacos insolubles. Después
de la dilucion por el entorno acuoso en el tracto Gl, estos sistemas experimentan una
autoemulsion rapida produciendo glébulos de tamafio nanométrico de gran area
superficial que dan como resultado una velocidad y cantidad de absorcion mejorada

(Kalepu and Nekkanti 2015).

C.7 Liposomas y proliposomas: Los liposomas son vesiculas esféricas cerradas de bicapas
de fosfolipidos con una fase acuosa interna, y pueden consistir en una o mas bicapas. Una
posible ventaja de los liposomas es la encapsulacién de farmacos hidréfobos e hidrofilos,
ya sea en la bicapa de fosfolipidos, en la interfaz de la bicapa o en el volumen acuoso
interno. Los proliposomas son polvos secos de flujo libre que pueden formar vesiculas
multilamelares al hidratarse con agua. Los beneficios terapéuticos de los proliposomas
incluyen BD mejorada, proteccion de los farmacos frente a la degradacién en el tracto Gl,

toxicidad reducida y enmascaramiento del sabor (Nekkanti, Venkatesan et al. 2015).

2. Consideraciones farmacocinéticas para la via oral.

Para que un farmaco administrado por via oral tenga un efecto terapéutico, las
moléculas del farmaco deben disolverse en los fluidos Gl para posteriormente pasar a través
de la membrana Gl al sistema circulatorio y alcanzar el tejido diana en cantidad suficiente.
Es decir que, para tener algun efecto terapéutico, las moléculas del farmaco deben
disolverse en fluidos Gl de base acuosa en cantidad suficiente (Fig. 2). Si la solubilidad del
farmaco en los fluidos Gl no es suficiente, la BD se vera comprometida ya que la absorcion
sera "limitada por la solubilidad". Es bastante comun que los compuestos poco solubles
tambien se disuelvan lentamente. Si la velocidad de disolucion del farmaco es demasiado

lenta en el intervalo de tiempo de absorcién, la BD volvera a verse comprometida ya que
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la absorcion sera "limitada por disolucion”. Cabe destacar que el mecanismo de absorcion

requiere que el farmaco esté en solucion.
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Figura 2. Representacion esquemdtica de los procesos de absorcién de fdrmacos.

La absorcion del principio activo, y por lo tanto su BD, depende, en consecuencia,
de las caracteristicas de liberacion de la forma farmacéutica en que se administre el farmaco
(enla que puede estar implicada la disgregacion), de la velocidad de disolucion del principio
activo y de las cualidades de absorcion de las membranas en las que se debe producir la
absorcion del mismo (Jato 2001). Entre las diferentes estrategias mencionadas para
aumentar la solubilidad de farmacos poco solubles en agua, las dispersiones sélidas (DS)
han ganado importancia en los Ultimos 10 afios y se han investigado intensamente durante
el Ultimo medio siglo por dos razones principales: proporcionan una mejora significativa en
la velocidad de disolucion y retardan la recristalizacion/aglomeracion de moléculas de
farmaco o agrupaciones debido a las interacciones moleculares y el impedimento estérico
dentro de las matrices portadoras. En la Fig. 3 se presenta un esquema de las diferencias
que hacen ventajoso el uso de DS en comparacion con una formulacién convencional como

capsulas o comprimidos.
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Forma
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Figura 3. Ventajas de una formulacion basada en una dispersién sélida, en comparacién con formulaciones de
cdpsulas o comprimidos convencionales, para mejorar la velocidad de disolucién y la consiguiente
biodisponibilidad de farmacos poco solubles en agua

Las moléculas de farmaco en la superficie de una particula son las primeras en entrar
en solucion, creando una capa saturada que envuelve la superficie de la particula sélida de
farmaco. Esta capa saturada es la capa de difusion. Desde esta capa, las moléculas del
farmaco pasan a través del medio de disolucién y entran en contacto con las membranas
bioldgicas, y se produce la absorcion. A medida que las moléculas de farmaco contintan
saliendo de la capa de difusién, la capa se repone con farmaco disuelto de la superficie de

la particula, y el proceso de absorcion continta (Fig. 4) (Allen and Ansel 2013).

La velocidad de disolucién de un farmaco se ve directamente influenciada por su
solubilidad acuosa, lo cual se ve reflejado en el analisis de la siguiente ecuacion de Noyes-

Whitney modificada:

dM  DA(Cs—Ct) (Ecuacion 1
- cuacion
dt h
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donde dM/dt es la velocidad de transferencia de masa o velocidad de disolucion, D
es el coeficiente de difusion, A es el area disponible para la disolucion, Cs es la
concentracion de saturacion, Ct es la concentracion del farmaco en el medio de disolucion

a tiempo ty h es el espesor de la capa de difusion (Fig. 4) (Noyes and Whitney 1897).

>-<
!ﬂ q sangre

difusion de las moléculas
de farmaco a través del >.<
contenido gastrointestinal

./

) barrera gastrointestinal
disolvente

superficie de
la particula

Ct

)

capa de difusion

Figura 4. Disolucion de una particula de fdrmaco. Cs: concentracion de saturacion. Ct: concentracion en la
solucién a un determinado tiempo

La ecuacion de Noyes-Whitney (Ec. 1) muestra que la velocidad de disolucién esta
influenciada por las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, la formulacién y el disolvente.
Ademas, la temperatura del medio también afecta la solubilidad del farmaco y la velocidad
de disolucion (Swarbrick and Boylan 2000). La velocidad de disolucién se rige por la
velocidad de difusion de las moléculas de soluto a través de la capa de difusion en el cuerpo
de la solucion. La ecuacion revela que la velocidad de disolucion de un farmaco puede
incrementarse aumentando el area superficial (reduciendo el tamafio de particula) del
farmaco, aumentando la solubilidad del farmaco en la capa de difusién y mediante factores

incorporados en la constante de velocidad de disolucion, k, incluyendo la intensidad de la
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agitacion del disolvente y el coeficiente de difusion del farmaco que se disuelve (Allen and

Ansel 2013).

3. Las parasitosis

Desde el punto de vista sanitario, las enfermedades parasitarias han producido a
través del tiempo mas muertes y dafio econdmico a la humanidad que todas las guerras
juntas. Generalmente, estas enfermedades se presentan en los paises con poco o nulo
desarrollo socioeconémico. Uno de los factores mas criticos y determinantes que impacta
en la salud de las poblaciones es la pobreza. Es en estas condiciones en donde se ve
aumentada la vulnerabilidad a las enfermedades que se ven agravadas por no poder
acceder a asistencia sanitaria de calidad, a una buena vivienda y a alimentos seguros. Entre
las infecciones mas frecuentes, aquellas provocadas por paréasitos son endémicas en los
paises en desarrollo, constituyendo buenos indicadores de las condiciones sanitarias y

ecoldgicas del entorno de sus hospedadores (Gamboa, Zonta et al. 2010).

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se han utilizado dos farmacos
antiparasitarios ampliamente utilizados para tratar diferentes patologias como la
hidatidosis y la enfermedad de Chagas que se caracterizan por presentar problemas de
solubilidad afectando entonces su BD. Estos farmacos son el albendazol (ABZ) y el

benznidazol (BZL), respectivamente.
3.1 Hidatidosis

La hidatidosis es una zoonosis producida por cestodos del género Echinococcus: E.
granulosus, E. multilocularis, E. vogeli y E. oligarthus, de los cuales los dos primeros son los
mas importantes (Baruch and Louis 2014). Se trata de un parasito helminto que tiene su
ciclo natural en las areas rurales donde afecta simultaneamente a la salud de las personas
y a la economia ganadera. La infeccién con la forma adulta del paréasito se denomina
equinococosis. Segun la especie, los hospedadores definitivos pueden ser perros, zorros,
lobos, coyotes, perros salvajes, especies de algunos felinos como puma, ocelote, etc. La
infeccion con la forma larval o metacestodo se llama hidatidosis, enfermedad hidatidica o
equinococosis hidatidica; son hospedadores intermediarios animales herbivoros y el

hombre. En el hombre puede comprometer diferentes érganos, en especial higado y
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pulmén, y fuera de los caracteres generales en cada localizacion tiene ademas cualidades

especiales (Baruch and Louis 2014).

Esta parasitosis es prevalente en poblaciones donde la ganaderia constituye una de
las principales actividades econémicas del hombre, como en algunos paises de Oceania y
del litoral del Mediterraneo. En América es mas frecuente en Argentina, Chile, Brasil,

Uruguay, Paraguay y Peru.

En Argentina, el paréasito de la especia E. granulosus se presenta como el helminto
zoonodtico mas prevalente. Ademas, en nuestro pais la hidatidosis esta difundida en todo
en el territorio nacional, y tiene mayor prevalencia en las zonas rurales, especialmente en
donde se crian ovinos y caprinos. Se calcula que aproximadamente el 30% del territorio
nacional es asiento del ciclo zoondtico del E. granulosus, o que representa un area
endémica de aproximadamente 1.211.912 km?. La superficie comprometida no es uniforme
a lo largo del territorio nacional, existiendo provincias contaminadas en toda su extension

y otras en forma parcial.

El quiste hidatidico en cualquier localizacion puede originar trastornos locales y
generales, pero de manera habitual durante afios no causa sintomas ni signos,
evolucionando de modo silencioso; a veces se evidencia en personas asintomaticas que se
hacen examenes de imagenes por motivos no relacionados con esta enfermedad. El cuadro
clinico es variable, no caracteristico; es semejante al de cualquier tumoracion, pudiendo
originar aumento de tamafio del érgano, sindrome doloroso casi siempre leve (Baruch and

Louis 2014).

El tratamiento de la afeccion, hasta la década de 1970, era exclusivamente cirugia.
Se intentd el uso de diversos farmacos hasta hace un tiempo, con resultados no
satisfactorios; en 1974 los estudios experimentales realizados por Heath y Chevis
demostraron la eficacia del mebendazol en el tratamiento de la hidatidosis (Heath and
Chevis 1974), luego, en 1977, Bekhti y colaboradores, usando este compuesto
benzimidazdlico, el mebendazol (5-benzoil benzimidazol-2-metil carbamato), sefialaron la
actividad antiparasitaria para el quiste hidatidico en el hombre (Bekhti, Schaaps et al. 1977).
En 1983, Morris usé el ABZ (metil-5-propiltio-1-4-benzimidazol), que constituye
actualmente el farmaco de primera eleccién solo o asociado a cirugia, segun sea el caso

(Morris, Dykes et al. 1983). De todos estos antiparasitarios nombrados, los benzimidazoles
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(BZD) son uno de los grupos con mayor espectro de actividad, con una elevada efectividad
y seguridad que poseen un anillo biciclico en que el benceno se fusiona a la posicién 4y 5
del imidazol (Fig. 5). De acuerdo con los sustituyentes, los BZD antihelminticos se pueden

clasificar en 4 grupos (Capece 2002, Lanusse 2009):

e BZD tiazoles: tiabendazol.

e BZD metil-carbamatos: ABZ y su metabolito activo albendazol sulféxido
(también conocido como ricobendazol), fenbendazol y su metabolito activo
fenbendazol sulfoxido, oxibendazol y mebendazol.

e pro-BZD: carecen de actividad farmacoldgica, por lo cual deben ser
metabolizados en el organismo para generar moléculas activas.

e BZD halogenados: triclabendazol.

Rz

\ 1
N>_ R

H
Figura 5. Estructura quimica bdsica de los benzimidazoles.

Dentro del grupo de los BZD, el ABZ es ampliamente utilizado tanto en medicina
veterinaria (Torrado 1994) como en medicina humana (Jesus 1997, Rang 2012) para tratar

infecciones causadas por nematodos, cestodos y trematodos.

El ABZ es relativamente insoluble en agua y en la mayoria de los disolventes
organicos, propiedades que influyen en su absorcién y comportamiento en el cuerpo. En
el ratony la rata, la absorcién oral de ABZ es aproximadamente del 20 - 30% y en el ganado
es de aproximadamente el 50%, en comparacion con aproximadamente el <5% en los seres
humanos. A medida que experimenta un metabolismo de primer paso muy rapido en todas
las especies, el farmaco inalterado no se detecta en el plasma. Los niveles plasmaticos de
los metabolitos oxidados (sulféxido y sulfona) en todas las especies son mucho mas altos
que los del farmaco inalterado. El sulféxido generalmente se considera que es el metabolito

activo responsable de la actividad terapéutica del ABZ. La absorcion en animales y en
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humanos es rapida, aunque la administracion de una comida rica en grasas mejora la
absorcion hasta 5 veces en humanos y animales. El ABZ sulfoxido, también conocido como
ricobendazol, se distribuye ampliamente en todo el cuerpo ya que se encuentra unido en
un 70% a proteinas plasmaticas. La eliminacion del farmaco inalterado es muy rapida en
todas las especies, pero la de los metabolitos (sulfoxido y sulfona) es mas lenta. La excrecion
ocurre en gran proporcion como metabolitos en la bilis. Solo los metabolitos de ABZ se
excretan en animales y en humanos (Dayan 2003). Como el ABZ es practicamente insoluble
en agua, pero bien absorbido en el tracto digestivo, la escasa solubilidad en los fluidos del
tracto digestivo limita la disponibilidad biologica del principio activo. Por esto se puede
decir que el ABZ presenta una absorcion limitada por la velocidad de disolucion

(Kalaiselvan, Mohanta et al. 2006).

Actualmente el ABZ esta disponible como comprimidos o suspensiones con altas
dosis de farmaco y su eficacia terapéutica se ve comprometida debido a su baja solubilidad
en agua (Rockville 2007). Para superar estos inconvenientes, es importante aumentar la
solubilidad acuosa y la velocidad de disolucion del ABZ. Por lo tanto, el desafio para este
farmaco de amplio espectro radica en el desarrollo de nuevas formulaciones, que muestren
mayor solubilidad y velocidad de disolucidon en medio acido. Siguiendo esta linea, se han
desarrollado diferentes estrategias para mejorar la BD de ABZ, como la formulacion de
dispersiones solidas (Torrado, Torrado et al. 1996, Castro, Bruni et al. 2010, Martinez-Marcos,
Lamprou et al. 2016), formacién de complejos con ciclodextrina (Palomares-Alonso, Jung-
Cook et al. 2009, Garcia, Leonardi et al. 2016), co-molienda (Vogt, Kunath et al. 2008), la
sintesis de nuevos analogos con mayor solubilidad (Rivera, Yépez-Mulia et al. 2007,
Mavrova, Vuchev et al. 2010), microcristales (Priotti, Codina et al. 2017), nanocristales
(Paredes, Llabot et al. 2016), y mas recientemente, varias formulaciones basadas en
nanoparticulas (Naseri, Akbarzadeh et al. 2016, Jelowdar, Rafiei et al. 2017, Kang, Choi et al.
2017, Kudtarkar, Shinde et al. 2017). Sin embargo, la necesidad de contar con enfoques
reproducibles, econdmicos, escalables y sin disolventes organicos para transportar ABZ

sigue siendo un desafio.
3.2 Enfermedad de Chagas

La tripanosomiasis americana, también llamada Enfermedad de Chagas en honor al

médico brasilefio Carlos Chagas quien la describiera por primera vez en 1909, es causada
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por el parasito protozoo Trypanosoma cruzi (Chagas 1909). Las vias de transmision del
parasito son: vectorial (a través de insectos triatominos, o vinchucas), congénita (de madre
a hijo durante el embarazo), por transfusiones o donacién de érganos, y accidentes de
laboratorio. La Enfermedad de Chagas representa uno de los problemas de salud mas
importantes en el continente americano en términos de salud humana (es decir, el niUmero
de personas infectadas y que mueren a causa de la infeccién), impacto socioecondmico y
distribucion geogréfica (Bermudez, Davies et al. 2016). En Argentina se calcula que un
millén y medio de personas tienen Chagas, es decir, un 4% de la poblacion del pais y

representa uno de los principales problemas de salud publica.

El parasito T. cruzi presenta tres estadios principales: epimastigote, tripomastigote,
y amastigote. Durante el ciclo biolégico de T. cruzi, los tripomastigotes son ingeridos por
el insecto vector cuando éste se alimenta de la sangre de un mamifero infectado. En el
tracto digestivo de las vinchucas los tripomastigotes se diferencian en epimastigotes, que
se multiplican por mitosis y en el intestino posterior se transforman en tripomastigotes
metaciclicos. En la siguiente alimentacion, estos tripomastigotes metaciclicos son
expulsados junto a las heces de las vinchucas, y cuando el mamifero picado se rasca, los
parasitos entran al torrente sanguineo. Una vez en la circulacién, los tripomastigotes
infectan células de la sangre, y una vez dentro de las células hospedadoras se transforman
en amastigotes. Los amastigotes son los estadios replicativos en el hospedador mamifero,
al igual que los epimastigotes en el vector. Una vez que los amastigotes se multiplicaron
en las células infectadas, éstas se rompen y se liberan tripomastigotes al torrente sanguineo,
que vuelven a infectar a otras células en un ciclo que se repite durante semanas o meses.
Debido a estas caracteristicas del ciclo biolégico de T. cruzi, se pueden distinguir dos fases
en la enfermedad de Chagas: (1) fase aguda, con parasitos circulantes en sangre y sintomas
inespecificos, con una duracion de 4 a 8 semanas; y (2) fase cronica que dura toda la vida,
con baja cantidad de parasitos circulantes en sangre, y presencia de amastigotes en tejidos
como musculo esquelético y cardiaco, y tejido hepatico. Ademas, la fase cronica se puede
presentar en forma indeterminada, caracterizada por la ausencia de sintomas.
Aproximadamente 70% de los pacientes permanecen en esta forma durante toda su vida.
Solo entre el 20 y el 40% de las personas infectadas, 10-30 afios después de la infeccion

aguda original, desarrollaran una forma cardiaca, digestiva o mixta de la enfermedad
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(Gonzalez, Azzato et al. 2013). La forma mas frecuentemente diagnosticada es la cardiopatia

chagasica cronica, caracterizada por arritmia del ventriculo izquierdo.

Entre 1960 y 1970 se desarrollaron las dos moléculas bioactivas empleadas para el
tratamiento antichagasico: nifurtimox (NFX) y BZL. El NFX fue aprobado para su uso en
1965, mientras que el BZL fue lanzado al mercado en 1971. Estos farmacos, los Unicos
aprobados hasta la fecha por las agencias reguladoras internacionales como indicacion en
la infeccion por T. cruzi, son los recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). En Argentina, se indica y se provee el tratamiento etiologico con BZL, el cual es
suministrado por el Ministerio de Salud Publica. A pesar de los efectos secundarios, el
tratamiento de la enfermedad de Chagas con BZL se reconoce como efectivo si se
administra durante la fase aguda, con un 65 a 80% de recuperacion. Sin embargo, el
tratamiento durante la fase cronica promueve la recuperacion en solo el 37% de los casos

(Perin, da Silva et al. 2017).

La distribucion tisular del BZL no ha sido muy bien estudiada, y los datos disponibles
en la literatura solo estan para algunos organos (Perin, da Silva et al. 2017). Tras la
administracion oral, el BZL se absorbe de forma rapida y completa, alcanzandose las
concentraciones plasmaticas maximas en 3-4 horas. El BZL parece ser ampliamente
metabolizado, con solo 5% de farmaco inalterado excretado en la orina. La vida media de
eliminacion es aproximadamente de 12 horas (Page 2008). La evidencia hasta el presente
indica que el BZL puede detener la sintesis de ARN y ADN asi como dafiar el ADN nuclear
(Trochine, Creek et al. 2014). Los principales efectos secundarios estan relacionados con la
generacion de radicales libres. La menor incidencia de efectos secundarios en nifios y
adultos jovenes se cree que puede deberse a que todas las enzimas de la familia CP450 no
se encuentran funcionando. Estas enzimas son las que detoxifican xenobidticos en el

higado, y por tal ausencia no detoxifican BZL.

Desde 2012, se han realizado tres avances importantes en el tratamiento
antiparasitario de la enfermedad de Chagas: I) el aumento de la produccion de BZL después
de una escasez mundial que duro 1 afio y medio; ) el anuncio de nuevas presentaciones
de BZL y NFX, y Ill) la actualizacién de la lista de medicamentos esenciales para nifios de la
OMS. En Argentina, la produccion de BZL es realizada por Laboratorio ELEA a través de una

asociacion privada-publica. El proposito de la produccion argentina fue (a) asegurar un
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suministro nacional y (b) responder a la demanda internacional. De hecho, el BZL se esta
prescribiendo con mayor frecuencia para el tratamiento antiparasitario en fase crénica, con
una mayor demanda tanto en paises endémicos como no endémicos (Dias, Coura et al.
2014). Actualmente, en Argentina, el BZL esta disponible en comprimidos de 50 y de 100
mg bajo el nombre comercial de ABARAX®. Debido a que el BZL no se comercializa en
una dosificacion liquida que sea cdmoda y facil para administrar, los pacientes que no son
capaces de deglutir medicamentos sélidos, como por ejemplo la poblacién pediatrica -
grupo en el cual se ha demostrado la mayor eficacia, seguridad y confiabilidad de la
farmacoterapia antichagasica (Tarragona Sonia , Salomoén Claudio et al. 2013), necesitan
una formulacion liquida que les facilite el cumplimiento del régimen terapéutico. Por lo
tanto, es necesario desarrollar formulaciones alternativas con el fin de suministrar las dosis
pediatricas de forma segura y fiable. En este contexto, la Iniciativa de Medicamentos para
Enfermedades Olvidadas (DNDi acrénimo en inglés de Drugs for Neglected Diseases
initiative) colabord con el Laboratorio Federal de Pernambuco (LAFEPE) en el desarrollo de
una férmula pediatrica de BZL (12,5 mg), registrada en Brasil en 2011. El producto consiste
en comprimidos dispersables de 12,5 mg adaptados para su uso en bebés y nifios
pequefos, de facil disolucién en liquidos para facilitar la administracién. Esta formulacion
fue autorizada por ANMAT (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y

Tecnologia médica) en abril de 2018 pero todavia no esta disponible para la poblacion.

Algunas innovaciones tecnoldgicas para mejorar la solubilidad del BZL reportadas
en bibliografia (de Moura Ferraz, Alves et al. 2018) son el uso de emulsiones y
microemulsiones (Streck, Santos et al. 2011, Streck, de Araujo et al. 2014), soluciones
(Manarin, Lamas et al. 2013, Souza, Fernando et al. 2017), formulaciones parenterales (de
Moura Ferraz, Alves et al. 2018), reduccion del tamafio de particula (Maximiano, de Paula
et al. 2011), nanoparticulas (de Moura Ferraz, Alves et al. 2018), complejacién con
ciclodextrinas (Soares-Sobrinho, Santos et al. 2012, Leonardi, Bombardiere et al. 2013,
Papay, Sebestyén et al. 2016) y dispersiones sélidas (Fonseca-Berzal, Palmeiro-Roldan et al.

2015, Simonazzi, Davies et al. 2018).
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4. Dispersiones soélidas (DS) como estrategia tecnoldgica farmacéutica.

Como fue mencionado previamente, los farmacos con escasa solubilidad acuosa
representan un desafio importante porque tienden a mostrar baja BD oral. Una de las
estrategias mas importantes para lograr una disolucién mas rapida y una mayor solubilidad
aparente es convertir el farmaco cristalino en amorfo (Leuner and Dressman 2000). Las
formas amorfas muestran una mayor energia libre, entalpia y entropia en comparacién con
los estados cristalinos y, por lo tanto, su solubilidad en el tracto Gl puede ser mayor, lo que

resultaria en una BD del farmaco potencialmente mayor (Shah, Sandhu et al. 2014).

El término dispersion solida (DS) fue introducido por Chiou y Riegelmann en 1971
quienes las definieron como una dispersién de uno o mas principios activos en un carrier
(portador/vehiculo) o matriz inerte en estado sélido preparado por el método de disolucion
en disolvente organico, método de fusion o por una combinacion de ambos métodos

(Chiou and Riegelman 1971).
Las dispersiones solidas presentan numerosas ventajas, como ser:

- La reduccion del tamafio de particula y, por lo tanto, mayor area de superficie
consiguiendo de esta manera mayor velocidad de disolucion (Leuner and Dressman 2000,

Kang, Lee et al. 2004);

- La mejora en la humectabilidad resultando en un aumento de la solubilidad

(Sekiguchi, Obi et al. 1964, Ghebremeskel, Vemavarapu et al. 2007);

- Mayor porosidad, caracteristica que depende de las propiedades del polimero
portador, dando como resultado una mayor velocidad de disolucion. El aumento en la
porosidad de las particulas de las DS también acelera el perfil de liberacién de los principios

activos (Vasconcelos and Costa 2007);

- La mejora en la liberacion del principio activo, por lo general, se puede lograr
utilizando el mismo en su estado amorfo, porque no se requiere energia para romper la

red cristalina durante el proceso de disolucion (Taylor and Zografi 1997).

En las dispersiones sélidas, el polimero sirve como un vehiculo en el que el farmaco
se dispersa. La seleccién de polimeros es muy importante ya que influye en la fabricacion,

la BD y la estabilidad de las dispersiones. La evaluacion inicial de los excipientes
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potencialmente "Utiles" debe basarse en las propiedades fisicoquimicas basicas de los
polimeros, como la temperatura de transicion vitrea (T7g), la higroscopicidad, la capacidad
de solucion sélida y la capacidad de solubilizacion, entre otros. Dentro de los tensioactivos
no ionicos con buenas propiedades solubilizantes estan los copolimeros de bloque de

oxido de etileno (OE) y éxido de propileno (OP) conocidos como poloxameros.

Los poloxameros, con nombre comerciales tales como Supronic®, Pluronic® o
Tetronic®, se han introducido en 1950 y estan constituidos por copolimeros tribloque no
ionico de poli (oxido de etileno) (POE) -poli (oxido de propileno) (POP). Desde entonces,
fueron ampliamente utilizados en diversas aplicaciones farmacéuticas como agentes
tensioactivos, emulsionantes, solubilizantes, dispersantes y potenciadores de absorbancia
in vivo. A menudo se consideran como "excipientes funcionales" porque son componentes

esenciales y juegan un papel importante en la formulacién.

Todos los poloxdmeros tienen estructuras quimicas similares, pero con diferentes
pesos moleculares y composicion del bloque de POE (hidrofilo) y del bloque de POP
(hidrofdébico). A pesar de su amplia gama de aplicaciones, se han publicado técnicas
analiticas limitadas en la literatura para caracterizar poloxameros y pocas estan destinadas
a cuantificar los contenidos de poloxamero en formulaciones con la sensibilidad y precision
deseadas. El poloxamero esta disponible en diferentes grados segun sus parametros fisicos,
como el peso molecular, el porcentaje en peso de oxietileno, etc. La longitud variable de
los bloques de polimero da lugar a diferentes polimeros identificados como 124, 188, 237,
338 y 407 que muestran una ligera diferencia en sus propiedades (Patel, Patel et al. 2009,

Devi, Sandhya et al. 2013).

Los poloxameros no son toxicos y no son irritantes, por lo que también se usan
como agentes humectantes en unglentos, bases para supositorios y geles. Han sido
reconocidos como un producto GRAS (Generally Recognized As Safe) por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los EE. UU. (FDA) (Johnston and Palmer 1993, Mayol,
Quaglia et al. 2008).

Una propiedad de los copolimeros tribloques es la capacidad de sus moléculas
individuales, denominadas "unimeros”, de autoensamblarse en micelas en soluciones
acuosas. Los "unimeros" forman soluciones moleculares en agua a concentraciones del

copolimero por debajo de la CMC. A concentraciones del copolimero por encima de la
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CMC, las moléculas de unimeros se agregan y forman micelas en un proceso llamado
"micelizacion”. Las micelas pueden ser esféricas, en forma de varillas o laminares, segun sea
la longitud de los bloques de OE y OP, y segun la temperatura. Todos estos tipos de micelas
tienen un nucleo hidrofébico formado por las cadenas de OP y una cubierta hidrofilica

formada por las cadenas OE (Kabanov, Batrakova et al. 2002).

La naturaleza polimérica de los poloxameros los hace adecuados para muchos de
los procedimientos estandar utilizados para preparar DS. Ademas, presentan una
miscibilidad mejorada debido a su estructura en comparacion con tensioactivos no
poliméricos con muchos activos farmacéuticos. Es por este motivo que se selecciond a este

polimero portador para la realizacién del presente trabajo de Tesis.

Las DS son, por lo tanto, una herramienta extremadamente Util en la mejora de las
propiedades de disolucion de farmacos poco solubles en agua. A pesar de que algunos
inconvenientes relacionados con la inestabilidad y la escalabilidad siguen estando
presentes; se estan introduciendo técnicas de elaboracion nuevas y optimizadas con alto

potencial para superar estos problemas.

Por todo esto, una estrategia para incrementar la BD oral es aumentar la
concentracion del farmaco disuelto en los fluidos GI. Esto se puede lograr aumentando la
velocidad de disolucion, aumentando la solubilidad del farmaco o mediante una

combinacién de ambas.

5. Modelado matematico

El modelado matematico en los sistemas de liberacién de farmacos es de suma
importancia en su desarrollo y optimizacién. Su importancia radica en predecir las
velocidades de liberacion del farmaco, asi como su difusion desde la matriz del polimero y
para dilucidar los mecanismos de transporte fisico involucrados. El beneficio practico de un
modelo matematico adecuado es la posibilidad de prever los efectos de los parametros de
disefio en los perfiles de liberacion de farmacos. Ademas, los estudios in vitro pueden
proporcionar informacion valiosa sobre la interaccion polimero-farmaco y podrian ser Utiles

como etapa preliminar para predecir el comportamiento in vivo.
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Se han desarrollado varios modelos empiricos y semiempiricos, asi como los
denominados realistas-mecanisticos (Siepmann, Kranz et al. 1999, Siepmann and Siepmann
2012). Los primeros son ecuaciones explicitas de la cantidad de farmaco liberado en funcion
del tiempo, mientras que los Ultimos deben resolverse numéricamente para obtener la
cantidad y la velocidad de liberacién del farmaco. Sin embargo, por lo general, los modelos
empiricos no pueden describir todo el perfil de liberacion del farmaco. Ademas, la
capacidad predictiva de los modelos empiricos/semiempiricos suele ser baja debido a que
el tratamiento matemaético es descriptivo, a diferencia de las teorias mateméticas
mecanicistas que consideran fenédmenos reales como la difusion, la disolucion y la erosion,

entre otros (Romero, Villegas et al. 2017).

Los modelos matematicos reportados en la literatura cientifica son diversos. Entre
ellos podemos mencionar los considerados mas importantes. El primer modelo matematico
es el de Higuchi, que fue inicialmente concebido para geometrias planas, luego se extendié
a diferentes geometrias y sistemas porosos. El modelo se basa en las hipotesis de que a) la
concentracion inicial del farmaco en la matriz es mucho mayor que la solubilidad del
farmaco, b) la difusion del farmaco tiene lugar solo en una dimension, c) las particulas
solidas del farmaco son mucho mas pequefias que el espesor del sistema, d) el
hinchamiento de la matriz y la disolucidon son despreciables, e) la difusividad del farmaco

es constante, y f) las condiciones “sink” siempre se alcanzan en el medio de liberacion.

La ecuacion de Higuchi, que describe la liberacion cuando se trata de un proceso
controlado por difusion, establece una relacién directa entre la cantidad liberada de

farmaco y la raiz cuadrada del tiempo (Ecuacion 2):

M, =AJDR2Cy—Cs)xCsxt € > C,  (Ecuacion 2)

donde M: es la cantidad del farmaco liberado hasta que un determinado tiempo, A
es el area de liberacion, D es el coeficiente de difusion del farmaco en la matriz polimérica,
Co es la concentracion inicial del farmaco en la matriz, mientras que C; es la solubilidad del
farmaco en la matriz polimérica. Curiosamente, este modelo muestra que M; depende de

la raiz cuadrada del tiempo y coincide con la solucién matematica de la segunda ley de Fick
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cuando se libera menos del 60% del farmaco (Higuchi 1961, Crank 1975, Siepmann and

Siepmann 2008, Siepmann and Peppas 2012).

Por otra parte, Ritger & Peppas describieron una ecuacion empirica y simple
adecuada para el primer 60% de la curva de liberacion, y de acuerdo con el valor del
exponente difusional se puede dilucidar qué mecanismo de liberacion tuvo lugar (Ecuacién

3) (Korsmeyer, Gurny et al. 1983, Ritger and Peppas 1987).

M, =ax th (Ecuacién 3)

donde g es una constante y n es el exponente difusional relacionado con el
mecanismo de liberacion del fa&rmaco. Debe notarse que esta ecuacién generalmente se
presenta como la relacién de My/M., , donde M., es la cantidad de farmaco liberado en un

tiempo infinito.

Segun la geometria, el valor n en la Ecuacion 3 es igual a 0,5 para una pelicula
delgada; 0,45 para un cilindro y 0,43 para una esfera, cuando se produce la difusion tipo
Fick (molecular) (Siepmann and Peppas 2012). Si el valor de n es mayor, se produce una

liberacién del tipo no Fickiana.

Cuando el exponente n es igual a 0,5 se obtiene una ecuacion (Ecuacion 4)

equivalente a la de Higuchi (Ecuacion 2):

M, = axt® (Ecuacion 4)

La llamada ley de potencia o ecuacion de Korsmeyer-Peppas (Ecuacién 3) es una
ecuacién semiempirica simple que describe la liberacién de farmacos desde sistemas
poliméricos (Korsmeyer, Gurny et al. 1983). Segun el valor que adopte uno de los
exponentes de la ecuacion, se puede suponer dos tipos de mecanismos: (a) liberacion del
farmaco controlada por difusién; (b) liberaciéon de farmacos controlada por hinchamiento

(swelling). Sin embargo, para ciertos valores de este parametro, se puede indicar
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superposicion de ambos fendmenos (transporte andmalo). Ademas, la ecuaciéon de
Korsmeyer-Peppas posee restricciones ya que solo se puede aplicar para una cantidad total

de farmaco liberado inferior al 60%.

Un modelo que tiene en cuenta el efecto acoplado de la difusién tipo Fick y la
contribucion de la relajacion del polimero, es el basado en la ecuacion de Peppas-Sahlin

(Peppas and Sahlin 1989) (Ecuacion 5).

M, =ax t" 4+ b x t?" (Ecuacién 5)

donde ay b son las constantes cinéticas relacionadas con la contribucion de difusién
tipo Fick y la contribucién debida a la relajacion de las cadenas del polimero,

respectivamente.

Una expresion mas simple de la Ecuacion 5, es aquella donde el exponente n se

establece en 0,5 (Peppas and Sahlin 1989, Siepmann and Peppas 2012).

M, =axt® +bxt (Ecuacién 6)

Basandonos en esta problematica, nuestro grupo de investigacion desarrolld y
valido un modelo matematico derivado de una expresion cinética de segundo orden. Esta
cinética puede agrupar las etapas principales involucradas en los procesos de liberacion.
Este nuevo modelo ajusta los datos experimentales desde t=0 a t — oo. El modelo
matematico propuesto se denominé “Lumped” y describe satisfactoriamente los procesos
en los que estan presentes los fendmenos de difusion y transferencia al medio de
disolucion, o cuando solo existe una transferencia externa a un medio fluido en el que la

concentracién del farmaco aumenta constantemente.

La deduccion del modelo matematico “Lumped" el cual es utilizado para analizar
todos los datos de disolucidon que se realizaron en el marco de este Tesis se encuentra

descripto en el capitulo 2 seccion 3.2.
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Objetivo general

En base a lo expuesto, el OBJETIVO GENERAL del presente trabajo de Tesis consiste
en aplicar estrategias tecnoldgicas farmacéuticas para mejorar la bioperformance de
antiparasitarios con solubilidad limitada utilizados como terapia de primera linea en
enfermedades con alto impacto social. Para alcanzar este objetivo se propone el disefio y
desarrollo de nuevas formulaciones de antiparasitarios, con propiedades mejoradas en
cuanto a solubilidad y velocidad de disolucion. Estas caracteristicas permitiran incrementar
la absorcién y posterior biodisponibilidad de los mismos, impactando directamente en el
sector social y sanitario, al producir una mejora en las terapias basadas en estos farmacos,
y en la calidad de vida del paciente. Es importante destacar que los resultados generados
en esta Tesis se encuentran en buen acuerdo con la Ley 26688/2011 que declara de interés

nacional la investigacion y produccién publica de medicamentos.

Objetivos especificos

Este trabajo de Tesis estuvo orientado a desarrollar DS basadas en polimeros tipo GRAS
(acronimo en inglés de “generalmente reconocidos como seguros”) para mejorar la
bioperformance de farmacos antiparasitarios de solubilidad limitada. En este marco, cuatro

OBJETIVOS ESPECIFICOS son planteados:

1. Desarrollar la ingenieria de producto y proceso para la obtencién de las DS con el
fin de mejorar la solubilidad y la velocidad de disolucién de los principios activos,
utilizando excipientes de formulacién aprobados por autoridad sanitaria nacional
gue sean econdémicos. La formulacion desarrollada debera ser segura, estable y
permitir una administracion cdmoda, facil y confiable durante el tratamiento.

2. Caracterizar fisico-quimicamente los sistemas obtenidos y evaluar su performance
biofarmacéutica in vitro mediante ensayos de disolucion codificados en
Farmacopea Nacional Argentina.

3. Realizar ensayos in vitro para evaluar la eficacia sobre parasitos e in vivo en animales
de laboratorio utilizando placebos y distintas formulaciones para determinar el

rango de variables de formulacion que posibiliten obtener un sistema estable.
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4. Desarrollar un modelo matematico que permita obtener un buen ajuste de los
datos de disolucién experimentales que involucre los fendmenos de transferencia y
difusiéon. Calcular parametros de relevancia farmacéutica con el fin de predecir y
caracterizar el comportamiento de las DS. Realizar un analisis basado en el método
de modelo independiente para comparar los perfiles de disolucion de las diferentes

DS obtenidas.

Hipdtesis de trabajo

La hipdtesis del presente trabajo de Tesis se basa en un esquema racional de
Investigacion, Desarrollo e innovacién (/+D+i) para este tipo de sistemas donde se pueden
discernir cuatro niveles que retroalimentan las actividades previstas: I) el disefio, desarrollo
y caracterizacion de la plataforma tecnolégica propiamente dicha (sistema portador), Il) la
optimizacion de procesos con base tecnoldgica racional, lll) la evaluacion de las
propiedades in vitro de los sistemas desarrollados incluyendo los estudios de estabilidad
de formulaciones, y IV) el estudio in vivo en modelos de animales de laboratorio para

evaluar la eficacia de la formulacidon desarrollada.

En ese marco, se ha establecido como hipdtesis primaria que es posible obtener
una formulacién oral del antiparasitario con propiedades mejoradas en cuanto a su
solubilidad y velocidad de disolucion, lo que ocasionara una mayor absorcion y
consecuentemente una mayor BD oral. Asi mismo, el desarrollo contemplara que esta
formulacion sea econdmicamente accesible y que cumpla con los requisitos de seguridad

y eficacia durante el tratamiento.

Un disefio racional de las formulaciones antiparasitarias para uso oral debe incluir

los siguientes ejes centrales de complejidad creciente:

1.- Los excipientes deben ser ampliamente utilizados y aprobados por autoridad sanitaria

nacional.

2.- Desarrollar formulaciones con alta velocidad de disolucién y una solubilidad mejorada,

utilizando la técnica de las DS.
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3.- El disefio de este tipo de formulaciones estara dirigido a disponer de formulaciones para

uso oral con propiedades mejoradas de solubilidad y velocidad de disolucion del farmaco.

Es necesario destacar que las formulas liquidas (jarabes/suspensiones) permiten una
dosificacion mas exacta y no necesitan diluirse antes de su toma, mientras que la
produccién de una formulacion sélida (comprimidos/capsulas) es mas facil y representa

una ventaja en términos de envase, almacenamiento y costos de distribucion.

Las investigaciones se centraran inicialmente en la caracterizacion in vitro y de la
cinética de disolucion de las formulaciones para dilucidar el efecto de las variables de
formulacion en la velocidad de disolucién. La informacién generada en este paso deberia
permitir una revision preliminar de las formulaciones con respecto a las caracteristicas de
flujo, compresibilidad y disolucién, ademas de determinar las variables mas sensibles,
caracterizar fisica y morfolégicamente las estructuras resultantes, y brindar informacién

sobre las propiedades farmacéuticas de relevancia.

Pagina| 38



Introduccion Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

Referencias

Allen, L. and H. C. Ansel (2013). Ansel's pharmaceutical dosage forms and drug delivery
systems, Lippincott Williams & Wilkins.

Amidon, G. L, et al. (1995). "A theoretical basis for a biopharmaceutic drug classification:
the correlation of in vitro drug product dissolution and in vivo bioavailability."
Pharmaceutical research 12(3): 413-420.

Baruch, A. and W. Louis (2014). Parasitologia humana, McGraw Hill Mexico.

Bekhti, A, et al. (1977). "Treatment of hepatic hydatid disease with mebedazole: preliminary
results in four cases." Br Med J 2(6094): 1047-1051.

Bermudez, J., et al. (2016). "Current drug therapy and pharmaceutical challenges for Chagas
disease." Acta Tropica 156: 1-16.

Capece, B. P. S. (2002). Caracterizacion farmacoldgica del albendazol sulfoxido y de sus
enantiomeros en ovejas v ratas analisis del metabolismo ruminal, Universitat Autonoma de
Barcelona. Facultat de Veterinaria.

Castro, S. G., et al. (2010). "Improved Albendazole Dissolution Rate in Pluronic 188 Solid
Dispersions." AAPS PharmSciTech 11(4): 1518-1525.

Chagas, C. (1909). "Nova tripanozomiaze humana: estudos sobre a morfolojia e o ciclo
evolutivo do Schizotrypanum cruzi n. gen., n. sp. ajente etiolojico de nova entidade
morbida do homem." Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz 1(2): 159-218.

Chiou, W. L. and S. Riegelman (1971). "Pharmaceutical applications of solid dispersion
systems." Journal of pharmaceutical sciences 60(9): 1281-1302.

Crank, J. (1975). The Mathematics of Diffusion (Clarendon, Oxford, UK).

Dayan, A. (2003). "Albendazole, mebendazole and praziquantel. Review of non-clinical
toxicity and pharmacokinetics." Acta Tropica 86(2): 141-159.

de Moura Ferraz, L. R, et al. (2018). "Technological innovation strategies for the specific
treatment of Chagas disease based on Benznidazole." Acta Tropica.

Devi, D. R, et al. (2013). "Poloxamer: a novel functional molecule for drug delivery and gene
therapy.” J Pharm Sci Res 5(8): 159-165.

Dias, J. C. P, et al. (2014). "The present situation, challenges, and perspectives regarding the
production and utilization of effective drugs against human Chagas disease." Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 47(1): 123-125.

Pagina| 39



Introduccion Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

Fonseca-Berzal, C, et al. (2015). "Novel solid dispersions of benznidazole: Preparation,
dissolution profile and biological evaluation as alternative antichagasic drug delivery
system." Experimental Parasitology 149: 84-91.

Gamboa, M. |, et al. (2010). "Parasitos intestinales y pobreza: la vulnerabilidad de los mas
carenciados en la Argentina de un mundo globalizado." Journal of the Selva Andina
Research Society 1: 23-37.

Garcia, A., et al. (2016). "Promising applications in drug delivery systems of a novel -
cyclodextrin derivative obtained by green synthesis." Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters 26(2): 602-608.

Ghebremeskel, A. N., et al. (2007). "Use of surfactants as plasticizers in preparing solid
dispersions of poorly soluble API: Selection of polymer—surfactant combinations using
solubility parameters and testing the processability." International Journal of Pharmaceutics
328(2): 119-129.

Gonzalez, J.,, et al. (2013). Pathogenesis of chronic chagasic myocarditis. Diagnosis and
Treatment of Myocarditis, InTech.

Heath, D. and R. Chevis (1974). "Mebendazole and hydatid cysts." The Lancet 304(7874):
218-219.

Higuchi, T. (1961). "Rate of release of medicaments from ointment bases containing drugs
in suspension.” Journal of pharmaceutical sciences 50(10): 874-875.

Jato, V. (2001). Tecnologia farmacéutica Volumen |l: Formas farmacéuticas.

Jelowdar, A, et al. (2017). "Efficacy of combined albendazol and praziquntel and their loaded
solid lipid nanoparticles components in chemoprophylaxis of experimental hydatidosis."
Asian Pacific journal of tropical biomedicine 7(6): 549-554.

Jesus, F. (1997). "Farmacologia humana." Edicion 3: 1273.

Johnston, T. P. and W. K. Palmer (1993). "Mechanism of poloxamer 407-induced
hypertriglyceridemia in the rat." Biochemical pharmacology 46(6): 1037-1042.

Kabanov, A. V., et al. (2002). "Pluronic® block copolymers as novel polymer therapeutics
for drug and gene delivery." Journal of Controlled Release 82(2-3): 189-212.

Kalaiselvan, R., et al. (2006). "Preparacion de la fase solida y la caracterizacion de la
dispersion sélida de albenzadol." Ars Pharmaceutica 47(1): 91-107.

Kalepu, S. and V. Nekkanti (2015). "Insoluble drug delivery strategies: review of recent
advances and business prospects.” Acta Pharmaceutica Sinica B 5(5): 442-453.

Pagina| 40



Introduccion Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

Kang, B.-S., et al. (2017). "Enhancing the in vitro anticancer activity of albendazole
incorporated into chitosan-coated PLGA nanoparticles." Carbohydrate polymers 159: 39-
47.

Kang, B. K., et al. (2004). "Development of self-microemulsifying drug delivery systems
(SMEDDS) for oral bioavailability enhancement of simvastatin in beagle dogs." International
Journal of Pharmaceutics 274(1): 65-73.

Kawakami, K., et al. (2006). "Solubilization behavior of a poorly soluble drug under
combined use of surfactants and cosolvents." European Journal of Pharmaceutical Sciences
28(1-2): 7-14.

Korsmeyer, R. W., et al. (1983). "Mechanisms of solute release from porous hydrophilic
polymers." International Journal of Pharmaceutics 15(1): 25-35.

Ku, M. S. (2008). "Use of the biopharmaceutical classification system in early drug
development." The AAPS journal 10(1): 208-212.

Kudtarkar, A., et al. (2017). "Solid Lipid Nanoparticles of Albendazole for Treatment of
Toxocara Canis Infection: In-Vivo Efficacy Studies." Nanoscience & Nanotechnology-Asia
7(1): 80-91.

Leonardi, D., et al. (2013). "Effects of benznidazole: cyclodextrin complexes on the drug
bioavailability upon oral administration to rats." International journal of biological
macromolecules 62: 543-548.

Leuner, C. and J. Dressman (2000). "Improving drug solubility for oral delivery using solid
dispersions." European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 50(1): 47-60.

Manarin, R., et al. (2013). "Efficacy of novel benznidazole solutions during the experimental
infection with Trypanosoma cruzi." Parasitology international 62(1): 79-81.

Martinez-Marcos, L., et al. (2016). "A novel hot-melt extrusion formulation of albendazole
for increasing dissolution properties." International Journal of Pharmaceutics 499(1-2): 175-
185.

Mavrova, A. T., et al. (2010). "Synthesis, antitrichinnellosis and antiprotozoal activity of some
novel thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-ones containing benzimidazole ring." European Journal
of Medicinal Chemistry 45(12): 5856-5861.

Mayol, L., et al. (2008). "A novel poloxamers/hyaluronic acid in situ forming hydrogel for
drug delivery: rheological, mucoadhesive and in vitro release properties." Eur J Pharm
Biopharm 70(1): 199-206.

Mayol, L., et al. (2008). "A novel poloxamers/hyaluronic acid in situ forming hydrogel for
drug delivery: rheological, mucoadhesive and in vitro release properties." European Journal
of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 70(1): 199-206.

Pagina| 41



Introduccion Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

Morris, D., et al. (1983). "Albendazole in hydatid disease." British medical journal (Clinical
research ed.) 286(6359): 103.

Muller, R., et al. (2002). "Nanostructured lipid matrices for improved microencapsulation of
drugs." International Journal of Pharmaceutics 242(1-2): 121-128.

Naseri, M., et al. (2016). "Scolicidal and apoptotic activities of albendazole sulfoxide and
albendazole sulfoxide-loaded PLGA-PEG as a novel nanopolymeric particle against
Echinococcus granulosus protoscoleces." Parasitology Research 115(12): 4595-4603.

Nekkanti, V., et al. (2015). "Proliposomes for oral delivery: progress and challenges." Current
pharmaceutical biotechnology 16(4): 303-312.

Newman, A., et al. (2012). "Assessing the performance of amorphous solid dispersions."
Journal of pharmaceutical sciences 101(4): 1355-1377.

Noyes, A. A. and W. R. Whitney (1897). "The rate of solution of solid substances in their own
solutions." Journal of the American Chemical Society 19(12): 930-934.

Page, S. W. (2008). Chapter 10 - Antiparasitic drugs. Small Animal Clinical Pharmacology
(Second Edition). Edinburgh, W.B. Saunders: 198-260.

Palomares-Alonso, F., et al. (2009). "Synthesis and in vitro cysticidal activity of new
benzimidazole derivatives." European Journal of Medicinal Chemistry 44(4): 1794-1800.

Papay, Z. E., et al. (2016). "Comparative evaluation of the effect of cyclodextrins and pH on
aqueous solubility of apigenin." Journal of pharmaceutical and biomedical analysis 117: 210-
216.

Paredes, A. J, et al. (2016). "Self-dispersible nanocrystals of albendazole produced by high
pressure homogenization and spray-drying." Drug development and industrial pharmacy
42(10): 1564-1570.

Patel, H. R, et al. (2009). "Poloxamers: A pharmaceutical excipients with therapeutic
behaviors." International Journal of PharmTech Research 1(2): 299-303.

Peppas, N. A. and J. J. Sahlin (1989). "A simple equation for the description of solute release.
Ill. Coupling of diffusion and relaxation." International Journal of Pharmaceutics 57(2): 169-
172.

Perin, L., et al. (2017). "Pharmacokinetics and tissue distribution of benznidazole after oral
administration in mice." Antimicrobial Agents and Chemotherapy 61(4): e02410-02416.

Priotti, J., et al. (2017). "Albendazole microcrystal formulations based on chitosan and
cellulose derivatives: physicochemical characterization and in vitro parasiticidal activity in
Trichinella spiralis adult worms." AAPS PharmSciTech 18(4): 947-956.

Pagina| 42



Introduccion Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

Rang, H. (2012). Farmacologia de Rang & Dale, Elsevier, Rio de Janeiro, Brasil.

Rios-Doria, J., et al. (2012). "A versatile polymer micelle drug delivery system for
encapsulation and in vivo stabilization of hydrophobic anticancer drugs." Journal of drug

delivery 2012.

Ritger, P. L. and N. A. Peppas (1987). "A simple equation for description of solute release I.
Fickian and non-fickian release from non-swellable devices in the form of slabs, spheres,
cylinders or discs." Journal of Controlled Release 5(1): 23-36.

Rivera, J. C, et al. (2007). "Biopharmaceutic evaluation of novel anthelmintic (1H-
benzimidazol-5(6)-yl)carboxamide derivatives." International Journal of Pharmaceutics
343(1-2): 159-165.

Romero, A. I, et al. (2017). "Validation of kinetic modeling of progesterone release from
polymeric membranes." Asian Journal of Pharmaceutical Sciences.

Rockville, M. (2007). "The United States Pharmacopoeia 30, the National Formulary 25 US
Pharmacopeial Convention." Electronic version.

Salas, F. L. V. (2011). Evaluacién de un agente dispersante y una dispersion solida, sobre la
liberacion de albendazol desde sistemas matriciales lipidicos Departamento de Ciencias y
Tecnologia Farmacéuticas. Santiago de Chile, Universidad de Chile

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas: 71.

Sekiguchi, K., et al. (1964). "Studies on Absorption of Eutectic Mixture. Il. Absorption of fused
Conglomerates of Chloramphenicol and Urea in Rabbits." CHEMICAL & PHARMACEUTICAL
BULLETIN 12(2): 134-144.

Shah, N., et al. (2014). "Amorphous Solid Dispersions." Theory and practice: Springer.

Siepmann, J., et al. (1999). "HPMC-matrices for controlled drug delivery: a new model
combining diffusion, swelling, and dissolution mechanisms and predicting the release
kinetics." Pharmaceutical research 16(11): 1748-1756.

Siepmann, J. and F. Siepmann (2008). "Mathematical modeling of drug delivery."
International Journal of Pharmaceutics 364(2): 328-343.

Siepmann, J. and F. Siepmann (2012). "Modeling of diffusion controlled drug delivery."
Journal of Controlled Release 161(2): 351-362.

Siepmann, J. and N. Peppas (2012). "Modeling of drug release from delivery systems based
on hydroxypropyl methylcellulose (HPMC)." Advanced drug delivery reviews 64: 163-174.

Pagina| 43



Introduccion Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

Siepmann, J., et al. 2012 "Chapter 6-Diffusion controlled drug delivery systems."
Fundamentals and applications of controlled release drug delivery.

Simonazzi, A., et al. (2018). "Preparation and characterization of Poloxamer 407 solid
dispersions as an alternative strategy to improve benznidazole bioperformance." Journal of
pharmaceutical sciences.

Soares-Sobrinho, J. L., et al. (2012). "Benznidazole drug delivery by binary and
multicomponent inclusion complexes using cyclodextrins and polymers." Carbohydrate
polymers 89(2): 323-330.

Souza, S., et al. (2017). "Development and in vitro/in vivo evaluation of a novel benznidazole
liquid dosage form using a quality-by-design approach.” Tropical Medicine & International
Health 22(12): 1514-1522.

Streck, L., et al. (2014). "Surfactant—cosurfactant interactions and process parameters
involved in the formulation of stable and small droplet-sized benznidazole-loaded soybean
O/W emulsions." Journal of Molecular Liquids 196: 178-186.

Streck, L., et al. (2011). "Validacdo de método analitico por espectrofotometria UV para
sistema emulsionado lipidico contendo benznidazol." Quimica Nova: 1459-1463.

Sugano, K, et al. (2007). "Solubility and dissolution profile assessment in drug discovery."
Drug metabolism and pharmacokinetics 22(4): 225-254.

Swarbrick, J. and J. C. Boylan (2000). Encyclopedia of Pharmaceutical Technology: Volume
20-Supplement 3, CRC Press.

Tang, J.-1, et al. (2007). "Self-emulsifying drug delivery systems: strategy for improving oral
delivery of poorly soluble drugs." Current drug therapy 2(1): 85-93.

Tarragona Sonia , et al. (2013). Design and Preparation of Pharmaceutical Solid Dosage
Forms of Benznidazole for the Treatment of Chagas Disease. Rev Argent Salud Publica. 4.

Taylor, L. S. and G. Zografi (1997). "Spectroscopic characterization of interactions between
PVP and indomethacin in amorphous molecular dispersions." Pharmaceutical research
14(12): 1691-1698.

Torrado, S. (1994). "Estudio Farmacéutico de Nuevas Formulaciones Galénicas de
Albendazol." Memoria de Doctorado. Madrid, Universidad Complutense de Madrid: 18-52.

Torrado, S., et al. (1996). "Preparation, dissolution and characterization of albendazole solid
dispersions." International Journal of Pharmaceutics 140(2): 247-250.

Trochine, A, et al. (2014). "Benznidazole Biotransformation and Multiple Targets in
Trypanosoma cruzi Revealed by Metabolomics." PLoS Neglected Tropical Diseases 8(5):
e2844.

Pagina| 44



Introduccion Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

Vasconcelos, T. and P. Costa (2007). Development of a rapid dissolving ibuprofen solid
dispersion. PSWC—Pharmaceutical Sciences World Conference, DD-W-103.

Vioglio, P. C,, et al. (2017). "Pharmaceutical aspects of salt and cocrystal forms of APIs and
characterization challenges." Advanced drug delivery reviews 117: 86-110.

Vogt, M., et al. (2008). "Dissolution improvement of four poorly water soluble drugs by
cogrinding with commonly used excipients." European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics 68(2): 330-337.

Williams Ill, R. O., et al. (2012). Formulating poorly water soluble drugs, Springer.

Yu, L. (2001). "Amorphous pharmaceutical solids: preparation, characterization and
stabilization." Advanced drug delivery reviews 48(1): 27-42.

Pagina| 45



CAPITULO 1:
MATERIALES



Materiales Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

1. Materiales

Las dispersiones solidas son una estrategia de formulacion valiosa para mejorar la
BD de los farmacos poco solubles al mejorar su velocidad de disolucién en entornos
biorrelevantes. Los polimeros son los componentes criticos en la produccion de las DS, ya
que actlan como portadores del farmaco e inhiben la cristalizacion tanto en la forma
farmacéutica como en la fase in vivo. Las propiedades mas importantes de los polimeros,
tales como la Tg, la solubilidad en solventes organicos y la higroscopicidad deben ser
cuidadosamente consideradas para lograr que una DS sea estable y reproducible a fin de

lograr perfiles de disolucion y farmacocinéticos adecuados para mejorar la BD del farmaco.

1.1 Polimero portador

El polimero seleccionado como portador fue el Poloxamer 407 (P407). El mismo se
encuentra disponible comercialmente como Pluronic F127® y Synperonic F127®. Los
Poloxamer se empezaron a utilizar en 1950 como un copolimero tribloque no idnico. Son
desde entonces muy utilizados en diversas aplicaciones farmacéuticas. Quimicamente son
dos cadenas hidrdéfilas de dxido de etileno (OE) que intercalan una cadena de éxido de
propileno (OP) hidréfobo, los cuales originan la siguiente férmula quimica
HO(C2H40)a(C3H60)b(C2H40)aH. La longitud variable de los bloques da lugar a
diferentes polimeros identificados como 124, 188, 237, 338 y 407 que muestran una ligera
diferencia en sus propiedades (Tabla 1.1). La representacion comun de los Poloxamer es con
la letra 'P' sequida por tres digitos donde los dos primeros multiplicados por 100 resulta
igual a la masa molecular del OP hidréfobo y el ltimo digito multiplicado por diez da como
resultado el contenido en porcentaje de OE hidrofilico. Los poloxameros generalmente
tienen una propiedad termorreversible eficiente con una temperatura de transicion sol-gel
caracteristica que se usa ampliamente en los sistemas de termogelificacion. Por debajo de
la temperatura de transicion, esta presente como una solucidn y por encima de esta
temperatura, la solucion da como resultado la interaccion del segmento de copolimero que
conduce a la gelificacion. Los poloxameros son incorporados a formas farmacéuticas
destinadas a las vias oral, parenteral, topica, entre otras. Por otro lado, se utilizan como

solubilizantes, emulsionantes y estabilizantes. Los poloxameros no son tdxicos ni irritantes,
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por lo que tambiéen se los emplean como agentes humectantes en unguentos, bases de

supositorios y geles (Devi, Sandhya et al. 2013).

Tabla 1.1. Especificaciones farmacopeicas de diferentes poloxamer. Extraido de Kabanov 2002 y Dumortier 2006.

Estado Masa Punto
Poloxamer  Pluronic .. molecular HLB CMC de
fisico . L,
media fusion
124 L 44 Liquido  2090-2360 16 3,6x10°3 16°C
188 F 68 Solido 7680-9510 29 4,8x10*  52-57°C
237 F 87 Solido 6840-8830 24 9,1x10° 49°C
338 F 108 Solido  12700-17400 27 2,2x107 57°C
407 F 127 Solido 9840-14600 22 2,8x10®  52-57°C

(Kabanov, Batrakova et al. 2002, Dumortier, Grossiord et al. 2006)

Tal como fue previamente mencionado, los poloxameros son copolimeros tribloque

sintéticos con la siguiente férmula (Fig. 1.1):

CHs
O -0 O OH
a — —b a
Figura 1.1. Estructura quimica del poloxamer, el segmento “a” corresponde al bloque de POE hidrdfilo y el “b" al
bloque de POP hidrofébico.

Estos copolimeros tienen propiedades anfifilicas caracterizadas por sus valores de HLB
(balance hidrofilico-lipofilico), que dependen en gran medida de a y b. Al variar los valores
de estos parametros, el tamafio, la lipofilicidad y la hidrofilicidad se pueden modificar

facilmente.

En el caso del P407, sus caracteristicas quimicas le confieren propiedades especificas
que le permiten ser utilizado como tensioactivo y como portador polimérico en las DS,
ademas de actuar como un dispersante y un agente emulsionante para el farmaco
incorporado. Su presencia en la formulacién asegura una mayor solubilidad del farmaco

debido al aumento del area de contacto entre el farmaco y el solvente. Ademas, hace que
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las moléculas del farmaco se dispersen y emulsionen, y como resultado se disuelvan
rapidamente. El pardmetro que debe tenerse en cuenta al elegir un surfactante como
portador en las DS es su temperatura de fusiéon y la solubilidad del farmaco en el portador
(Karolewicz, Gorniak et al. 2012). La FDA presenta el P407 como un ingrediente inactivo de
tipo GRAS para diferentes tipos de aplicaciones y vias de administracion (por ejemplo,
intravenosa, inhalacién, solucion oral, suspensién, formulaciones oftalmicas o tdpicas)

(Rowe, Sheskey et al. 2009).

El P407 presenta propiedades de gelificacion térmica reversa que esta caracterizada por
una temperatura de transicion de sol-gel. No esta claramente establecido el proceso de
termogelacion, pero lo mas aceptado postula que resulta de las interacciones hidrofébicas
entre diferentes segmentos del copolimero. A medida que aumenta la temperatura, las
moléeculas de P407 se autoensamblan en micelas. Esta micelizacion se debe a la
deshidratacién de los bloques de OP hidréfobos, lo que representa el primer paso en el
proceso de gelificacion. Estas micelas son esféricas con un nucleo de poli OP deshidratado
con una cubierta externa de cadenas de poli OE hidratadas. La micelizacion es seguida por
gelificacion para muestras suficientemente concentradas. Esta gelificacién se atribuye al
empaquetamiento ordenado de las micelas. Se pueden observar diferentes estructuras con
P407 en agua o en solventes mixtos. Por ejemplo, se obtiene una estructura cibica centrada
para las concentraciones de P407 en agua que oscilan entre 20 y 40% (p/p). A
concentraciones mas altas (50% p/p), se observa un empaquetamiento cubico de micelas.
Estas estructuras cubicas micelares producen alta viscosidad, rigidez parcial y disolucion
lenta de los geles. Tales propiedades facilitan la incorporacion de farmacos tanto hidréfilos
como hidréfobos. Esto es debido a que los copolimeros existen en solucion como
mondmeros pero se autoensamblan cuando estan en concentraciones por encima de la
CMC. Las micelas que se forman pueden ser esféricas, en forma de varillas o lamelares,
segun la longitud de los bloques de OE y de OP, la concentracién del poloxamer vy la
temperatura. Todos estos tipos de micelas tienen un nucleo hidréfobo correspondiente
formado por las cadenas de OP y la cubierta hidrofila formada por las cadenas OE
(Kabanov, Batrakova et al. 2002, Dumortier, Grossiord et al. 2006). El nlcleo hidrofébico de
OP puede incorporar moléculas insolubles en agua y luego protege los agentes fragiles de

los componentes exteriores.
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El Poloxamer 407 utilizado para realizar el trabajo de Tesis fue adquirido a BASF®

(Buenos Aires, Argentina).

1.2 Farmacos

1.2.1 Albendazol

Quimicamente el ABZ es el carbamato de metil 5- (propiltio) -2 bencimidazol (Fig.
1.2) (Wisher 2012). Este farmaco pertenece al grupo de los BZD. Aunque BZD es el nombre
mas comun del compuesto original de la serie, a menudo se usan otros nombres como 1,3-
benzodiazol. Los BZD son compuestos de naturaleza biciclica que consisten en la fusién de
benceno e imidazol. Los BZD poseen importantes propiedades farmacoldgicas como por
ejemplo: analgésicas, antiinflamatorias, antibacterianas, antifungicas, antivirales,
antihelminticas, anticonvulsivantes, anticancerigenas, antiulcerosas y antihipertensivas. El
compuesto de BZD mas prominente en la naturaleza es el N-ribosil-dimetilbencimidazol,
que sirve como un ligando axial para el cobalto en las vitaminas (Srestha, Banerjee et al.
2014). El mecanismo de accion antiparasitario no esta claramente definido. Se supone que
los BZD actuan inhibiendo la polimerizacion de la 3-tubulina del helminto, de forma que
interfieren las funciones dependientes de los microtubulos, como la captacién de glucosa.
Tienen una accién inhibidora selectiva sobre la funcion de los microtdbulos del helminto y
son entre 250-400 veces mas potentes en los helmintos que en el tejido de los mamiferos.
Sin embargo, es necesario un periodo de tiempo para que aparezca este efecto, por lo que
los helmintos no se eliminan en varios dias. Particularmente, el ABZ inhibe de forma
selectiva e irreversible la polimerizacion de la tubulina bloqueando la absorcion de glucosa
y llevando a la deplecion de los depositos de glucogeno en los microtdbulos de las células
tegumentarias e intestinales. De esta manera, inicialmente inmoviliza y luego mata al
parésito. Otra de las acciones farmacoldgicas del ABZ es la de inhibir a la fumarato
reductasa del parasito, enzima que participa activamente en la sintesis de ATP, fuentes de
energia indispensable para que la célula pueda llevar a cabo sus multiples funciones (Jesus
1997, Rang 2012). Se absorbe mal a nivel del tracto Gl, pero se puede mejorar el proceso
de absorcién con comida, sobre todo grasa. Este farmaco sufre un elevado efecto de primer
paso hepatico, originando metabolitos de tipo sulféxido y sulfona, los cuales son activos a

nivel farmacoldgico (Rang 2012).
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Figura 1.2. Estructura quimica del albendazol

Los BZD con nitrégeno imidazdlico son generalmente solubles en solventes polares
y menos solubles en solventes organicos. La introduccion de otros sustituyentes no polares
en varias posiciones del anillo de BZD, aumenta la solubilidad en solventes no polares. A la
inversa, la introducciéon de grupos polares en la molécula aumenta la solubilidad en
solventes polares. Los BZD son débilmente basicos, siendo algo menos basicos que los
imidazoles y, en general, son solubles en &cidos diluidos. Particularmente, el ABZ es
totalmente soluble en acido férmico anhidro; muy poco soluble en éter y cloruro de
metileno y practicamente insoluble en alcohol y agua (Farmacopea 2012). Segun el SCB se
encuentra clasificado como un farmaco clase Il (baja solubilidad/alta permeabilidad)

(Amidon, Lennernas et al. 1995).

Entre las principales propiedades fisicoquimicas de albendazol se puede mencionar

(Tabla 1.2):

Tabla 1.2. Propiedades fisico-quimicas del Albendazol, adaptado de Wisher 2012.

carbamato de metil -N- (6-propilsulfanil-

Nombre quimico TH-bencimidazol-2-il)

Férmula molecular Ci2H1sN302S
Ndmero de CAS 54965-21-8
Peso molecular 265,331 g/mol
Descripcion fisica polvo blanco o levemente amarillento
Punto de fusién 208 - 210°C
(Wisher 2012)

El ABZ se administra por via oral, preferentemente con las comidas. Los

comprimidos se pueden masticar, tragar enteros o aplastar y mezclar con alimentos. Las
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suspensiones deben agitarse bien antes de usar. La posologia recomendada se muestra en

la Tabla 1.3.

Tabla 1.3. Posologia de ABZ para diferentes patologias, tomado de la disposicién 5231/13 de ANMAT.

Indicaciones Edad Dosis Periodo
Ascariasis Adultos y nifios 400 mg Dosis Unica
Tricocefalosis mayores de 2 afios 1 comprimido de 400 mg
Enterobiasis* 20 ml de la suspension al 2%
Uncinariasis
Nifios de 1a 2 200 mg Dosis Unica
anos 10 ml de la suspension al 2%

Estrongiloidosis
Teniasis
intestinal
Himenolepiasis**

Adultos y nifios
mayores de 2 afios

400 mg
1 comprimido de 400 mg
20 ml de la suspension al 2%

Una vez al dia durante
3 dias

Giardiasis Nifios de 2 a 12 400 mg Una vez al dia por 5
anos 1 comprimido de 400 mg dias
20 ml de la suspension al 2%
Triquinosis Nifios mayores de 15 mg/kg/dia (dosis maxima  Dos veces al dia (1

2 anos

diaria: 800 mg)

Adultos

400 mg
1 comprimido de 400 mg
20 ml de la suspension al 2%

toma a la mafianay
otra a la tarde) durante
10 a 15 dias en funcion
de la severidad de la
sintomatologia

Neurocistercosis
(larvade T.
solium)***

Nifios mayores de
2 aflos y personas
con menos de 60
kg de peso

15 mg/kg/dia (dosis maxima
diaria: 800 mg)

Adultos

400 mg
1 comprimido de 400 mg
20 ml de la suspension al 2%

Dos veces al dia (1
toma a la mafiana y
otra a la tarde) durante
14 a 30 dias
dependiendo de la
respuesta al
tratamiento

Hidatidosis****

Nifios mayores de
2 aflos y personas
con menos de 60
kg de peso

15 mg/kg/dia (dosis maxima
diaria: 800 mg)

Adultos

400 mg
1 comprimido de 400 mg
20 ml de la suspension al 2%

Dos veces al dia (1
toma a la mafianay
otra a la tarde) durante
28 dias.

Capilariasis

Adultos y nifios
mayores de 2 afios

400 mg
1 comprimido de 400 mg
20 ml de la suspension al 2%

Una vez al dia durante
10 dias
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Larva migrans
cutanea

Adultos y nifios
mayores de 2 afios

400 mg
1 comprimido de 400 mg
20 ml de la suspension al 2%

Una vez al dia por 1a 3
dias

Toxocariasis Adultos y nifios 200 mg Tres veces al dia por 5
mayores de 2 aflos 10 ml de la suspension al 2%  dias
Tricostrongiliasis  Adultos y nifios 400 mg Dosis Unica

mayores de 2 afios

1 comprimido de 400 mg
20 ml de la suspension al 2%

Filariasis
linfatica*****

Adultos y nifios
mayores de 2 aflos

400 mg
1 comprimido de 400 mg
20 ml de la suspension al 2%

Dosis Unica (asociada a
ivermectina o
dietilcarbamazina)

Gnathostomiasis

Adultos y nifios
mayores de 2 afios

400 mg
1 comprimido de 400 mg
20 ml de la suspension al 2%

Una vez al dia durante
12 a 14 dias

Clonorquiasis
Opistorquiasis

Adultos y nifios
mayores de 2 afios

400 mg
1 comprimido de 400 mg
20 ml de la suspension al 2%

Dos veces al dia
durante 3 dias

* Para lograr una cura completa de los casos de infestacion por enterobios, se sugiere estrictas medidas de
higiene y el mismo tratamiento a los familiares y personas que convivan con el paciente.

** Es recomendable la repeticion del tratamiento 10 a 21 dias después, dado el ciclo vital de los parasitos.
*** Administrar con las comidas. Se recomienda el uso oral o intravenoso de corticosteroides para prevenir
eventos de hipertensién cerebral durante la primera semana de tratamiento. Asimismo, se debe tener en
cuenta la administracién de anticonvulsivantes en caso de ser necesario.
**+* Administrar con las comidas. En la hidatidosis quistica, esta tanda de 28 dias se puede repetir después
de 14 dias de descanso, hasta un total de 3 ciclos de tratamiento. En la equinococosis alveolar es posible
que los ciclos de 28 dias de tratamiento, separados por 14 dias de descanso, tengan que repetirse durante

meses o afos.

*xxx Gj |a filariasis coexiste con loiasis u oncocercosis, la dosis de ABZ se debe asociar con una dosis Unica
de 6 mg/kg de peso de dietilcarbamazina. Estas dosis se administran una vez al afio durante 4 o 6 afios.

Si la parasitosis no revierte después de tres semanas, esta indicado un segundo

tratamiento. No son necesarios procedimientos especiales como el ayuno o el uso de

laxantes. En indicaciones diferentes, el uso de este medicamento no ha sido estudiado en

nifos menores de 2 anos.

El farmaco antiparasitario ABZ utilizado en el presente trabajo de Tesis fue adquirido

a Todo Droga® (Cérdoba, Argentina).

1.2.2 Benznidazol

Quimicamente el BZL es el N-bencil-2- (2-nitro-1H-imidazol-1-il) acetamida (Fig.

1.3). Es un derivado del 2-nitroimidazol utilizado como el tratamiento de primera linea para

la enfermedad de Chagas (Maximiano, Hideki Yoshizane Costa Guilherme et al. 2010). Los
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nitroimidazoles pertenecen al grupo de compuestos nitroheterociclicos que desempefian
un papel importante como farmacos en quimioterapia. Dependiendo de las posiciones
disponibles en el heterociclo del imidazol, los nitroimidazoles se han clasificado como 2-
nitro, 4-nitro y 5-nitroimidazoles. De ellos, los 5-nitroimidazoles se caracterizan por ser
agentes terapéuticos con propiedades antiprotozoarias y antibacterianas (Kapoor, Chadha
et al. 2003). El primer compuesto heterociclico que se utilizd en medicina humana fue la
nitrofurazona, un derivado del nitrofurano. EI descubrimiento de las propiedades
antibacterianas de los nitrofuranos aumentd el interés en los compuestos
nitroheterociclicos como agentes quimioterapéuticos. En particular, los nitroimidazoles
ganaron importancia debido a su actividad antiprotozoaria. Al igual que con cualquier
inhibidor de molécula pequefia, los compuestos nitroaromaticos pueden ejercer sus efectos
biolégicos al unirse a una o mas dianas moleculares (generalmente proteinas), y como
resultado producen el fenotipo de interés, que es la muerte celular en el caso de
antiparasitarios. Si este es el caso, el grupo nitro actlia como cualquier otro grupo funcional
al contribuir directa o indirectamente a una o mas interacciones de union entre la molécula
diana y el ligando. Ademas, el hecho de que los agentes nitroaromaticos se pueden reducir
enzimaticamente les permite ejercer toxicidad celular a través de mecanismos adicionales.
Se cree que la bioactivacion del BZL estd mediada por enzimas nitroreductasas (NTR) de
tipo I. Los parasitos de T. cruzi son inusuales porque poseen una NTR tipo | de tipo
bacteriano para la cual no existe un homologo en mamiferos. Por lo tanto, la toxicidad
selectiva observada para estos inhibidores puede deberse a la presencia de una enzima
bioactivadora especifica en el parasito que esta ausente en el huésped. El BZL sirve como
sustrato para las NTR de T. cruzi. El grupo nitro experimenta reducciones secuenciales para
dar un intermedio de hidroxilamina. Una serie de transformaciones no enzimaticas
convierten el intermedio de hidroxilamina en un 4,5-dihidro-4,5-dihidroxiimidazol. En
solucion acuosa, estos dihidro-dihidroxiimidazoles existen en equilibrio con glioxal y un
producto de guanidina sustituida. El glioxal es un dialdehido reactivo altamente tdxico que
es capaz de modificar quimicamente proteinas, lipidos y nucleétidos. Por lo tanto, se
planted la hipotesis de que la formaciéon de glioxal es responsable en parte de la accion
tripanocida del BZL. Sin embargo, la produccion de glioxal a partir de dihidro-
dihidroxiimidazoles es extremadamente lenta, lo que significa que es poco probable que la

produccién de glioxal sea el Unico mecanismo citotoxico (Patterson and Wyllie 2014).
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Figura 1.3. Estructura quimica del benznidazol.

La posologia recomendada para el tratamiento de la enfermedad de Chagas es de
5-7 mg/kg/dia (para todas las edades), administrados en dos tomas diarias (cada 12 horas)
luego de las comidas. Se sugiere una dosis maxima de 400 mg/dia. En prematuros o nifios
de bajo peso se recomienda iniciar el tratamiento con dosis bajas de BZL que puede
administrarse en una sola toma diaria. Luego se puede aumentar la dosis cada 48 a 72
horas, realizando control de hemograma hasta alcanzar la dosis terapéutica. La duracion
del tratamiento recomendada es de 60 dias. Ante el caso de intolerancia al medicamento
que impida completar los dos meses, se puede considerar aceptable si cumplié al menos
30 dias. En caso de suspender el tratamiento por la presencia de eventos adversos antes
de los 30 dias, y luego de controlados los mismos, se recomienda comenzar un nuevo
tratamiento. El tratamiento tripanocida en la fase aguda reduce la gravedad de los sintomas
y acorta el curso clinico y la duracion de la parasitemia detectable. La cura parasitolégica
(demostrable por negativizacion de la parasitemia y de la serologia) es superior al 80% en
fase aguda vectorial (transmitida por la vinchuca) y mas del 90% en los casos congénitos
tratados durante el primer afio de vida. En nifios y adolescentes con infeccion crénica el
tratamiento tripanocida es en general bien tolerado y ha demostrado una alta tasa de
curacion de la infeccion, demostrable por la negativizacion de la serologia. Todas las guias
y recomendaciones actuales coinciden en indicar que los nifios y adolescentes con Chagas
deben ser tratados lo mas precozmente posible dado que presentan menos efectos
adversos y mejor respuesta terapéutica. En adultos con infeccién cronica el tratamiento
etiologico también ha demostrado asociarse a negativizacion de la serologia sugiriendo la

curacion de la infeccion, aunque la tasa observada es menor que en nifios y adolescentes,
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y el tiempo requerido hasta la seroconversion es mucho mayor (de la Nacion, DE KIRCHNER

et al.).

Particularmente, el BZL es moderadamente soluble en acetona, poco soluble en
metanol, muy poco soluble en etanol y practicamente insoluble en agua (Gutteridge 1985).

Entre las principales propiedades fisicoquimicas de BZL podemos mencionar (Tabla 1.4):

Tabla 1.4. Propiedades fisico-quimicas del benznidazol, adaptado de Wisher 2012.

.. N-bencil-2- (2-nitroimidazol-1-il)
Nombre quimico

acetamida
Férmula molecular Ci2H12N4Os3
Ndmero de CAS 22994-85-0
Peso molecular 260,253 g/mol
Descripcion fisica polvo blanco amarillento
Punto de fusién 190 — 192°C

(Wisher 2012)

El principio activo puro no esta comercialmente disponible en Argentina. Por este
motivo para realizar los trabajos experimentales de esta Tesis, se desarrollo un proceso de
extraccion del BZL presente en los comprimidos de la formulacién comercial (Abarax®).
Por otra parte, para realizar estudios comparativos en el proceso de identificacion, fue
adquirido BZL con una pureza del 97% (Sigma Aldrich -EE. UU). Este compuesto sera

denominado en adelante BZL-p.
1.2.2.1 Extraccion de benznidazol desde los comprimidos comerciales.

El BZL fue extraido de la formulacién comercial adaptando el protocolo descrito por
Garcia et al (Garcia, Ponce et al. 2016). Los comprimidos fueron triturados y disueltos en
etanol, con agitaciéon constante a 45°C. La suspension obtenida se filtré en caliente,
recibiendo el filtrado en un bafio con hielo. Los sélidos fueron descartados y al liquido
filtrado se le afiadié agua destilada fria, produciéndose de esta manera la recristalizacion
del BZL. La suspension acuosa obtenida fue filtrada al vacio, y el BZL obtenido se sec¢ a
45°C en una estufa hasta peso constante. El producto obtenido mediante este

procedimiento se nombrara como BZL extraido (BZL-e) (Fig. 1.4).
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Figura 1.4. Esquema de obtencion de BZL-e desde comprimidos comerciales.

El material extraido fue caracterizado mediante espectroscopia infrarroja vy

calorimetria diferencial de barrido.

1.3 Formulaciones comerciales.

1.3.1 Vermizole®

La formulacidon comercial de ABZ utilizada fue Vermizole®200 mg (Laboratorio
Lafedar, Argentina). Los comprimidos de 200 mg se pulverizaron y tamizaron. La fraccion
420-210 um se utilizd en los ensayos de la presente Tesis. El polvo se almacend en un vial
con tapa de rosca hasta su uso. El producto utilizado se identificé como ABZ-FC. En nuestro
pais esta aprobado comercialmente de acuerdo a la Disposicion de ANMAT 8855 de fecha

26/10/15.
1.3.2 Abarax®

Los comprimidos comerciales de BZL (Abarax® Laboratorios Elea) fueron gentilmente
donados por el Ministerio de Salud Publica de la Provincia de Salta (Argentina). Los

comprimidos fueron pulverizados, tamizados, y la fraccion de tamafio 420-210 um se utilizd
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en los ensayos de la presente Tesis. El producto utilizado se identificé como BZL-FC. En
nuestro pais esta aprobado comercialmente de acuerdo a la Disposicion de ANMAT 5855

de fecha 04/10/12.
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2. Métodos
2.1 Preparacion de dispersiones solidas por el método de fusién

Durante el desarrollo del presente trabajo de Tesis las DS de los diferentes farmacos con
distinta proporcion farmaco/portador fueron obtenidas por el método de
fusion/solidificacion. Este método consiste basicamente en calentar los componentes
(farmaco y portador) hasta que se funden. La mezcla fundida luego endurece rapidamente
mientras se agita vigorosamente a baja temperatura. La masa sélida formada se tritura, se
pulveriza y luego se tamiza para estandarizar el tamafio de las particulas obtenidas

(Karolewicz, Gérniak et al. 2012).

En el método de fusién predominan dos consideraciones. En primer lugar, el farmaco
debe ser lo suficientemente termoestable para no sufrir ninguna alteracién debido a la
accion de la temperatura, y segundo, el farmaco tiene que ser miscible en la matriz
polimérica que se somete al proceso de fusion (la eleccion de los polimeros esta, por
supuesto, también limitada por la misma consideraciéon respecto a termoestabilidad). Las
principales ventajas de este método son su simplicidad, su bajo costo y, ademas, que no
requiere ningun solvente. Un pre-requisito importante de este método es la miscibilidad
del farmaco y el portador en el estado fundido para obtener una mezcla homogénea.
Algunos portadores cominmente empleados para preparar DS por el método de fusion
son polietilenglicol (PEG) y Poloxamer (Jiménez de los Santos, Pérez-Martinez et al. 2017,
Simonazzi, Cid et al. 2018, Simonazzi, Davies et al. 2018). El polimero fundido proporciona
un medio en el que el farmaco se solubiliza o dispersa. Por lo tanto, ademas de mejorar el
rendimiento (disolucién y estabilidad) del producto, el polimero también sirve como un
facilitador para su procesamiento. Existen algunos enfoques, como el parametro de
interaccién, que permiten predecir si un determinado farmaco y polimero son miscibles o
no. Sin embargo, no contienen informacién cuantitativa sobre cuanto de un farmaco es
miscible o soluble en el polimero. Desde una perspectiva farmacéutica, esta informacion es
de importancia para el desarrollo de una solucién vitrea con la carga maxima de farmaco,
pero evitando la recristalizacion del mismo debido a la sobresaturacion dentro del
polimero. Esto es de especial interés ya que las soluciones vitreas son un medio para
mejorar la escasa solubilidad, de farmacos clase Il y IV del SCB. El conocimiento de la

solubilidad farmaco-polimero es ventajoso para la formulacion y produccién de soluciones
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vitreas estables. Algunas caracteristicas del polimero que deben considerarse para la
fabricacion de las DS por el método de fusion incluyen la viscosidad del polimero fundido,
el punto de fusion/Tg y la miscibilidad/solubilidad. En este contexto, podemos mencionar:

e La viscosidad del polimero fundido determina el grado de miscibilidad con el
farmaco, asi como la eficiencia del proceso. Los polimeros con viscosidades bajas
y alta conductividad térmica exhiben un proceso de fusion mas eficiente. En
contraste, si la viscosidad del polimero fundido es demasiado alta, puede limitar
la miscibilidad entre el farmaco y el polimero.

e Teniendo en cuenta el punto de fusién, como regla general se puede establecer
que la temperatura de procesamiento debe ser mas baja que la temperatura de
fusion del farmaco cristalino pero mayor que la temperatura de fusion o la Tg
del polimero.

e Para formar un sistema monofasico, los dos componentes fundidos (farmaco y
polimero) deben ser miscibles o dispersables (Shah, Sandhu et al. 2014).

Los tensioactivos como el P407 en las DS pueden desempefiar el papel de un
portador, asi como un dispersante y un agente emulsionante para el farmaco
incorporado. Su presencia en la formulacion asegura una mayor solubilidad del farmaco
debido al aumento del area de contacto entre el farmaco y el solvente. Ademas,
promueve que las moléculas del farmaco se dispersen y emulsionen, y como resultado
se disuelvan rapidamente. El parametro que debe tenerse en cuenta al elegir un
surfactante como portador en las DS es su temperatura de fusion y la solubilidad del

farmaco en el sistema (Karolewicz, Gorniak et al. 2012).

2.1.1 Preparacion de dispersiones solidas de albendazol utilizando Poloxamer 407

como portador.

Se prepararon cuatro DS en diferentes proporciones (5, 10, 25 y 50% p/p
denominadas DS1, DS2, DS3 y DS4, respectivamente) mediante el método de
fusién/solidificacion (Tabla 2.1). Este método consiste en dispersar el farmaco
homogéneamente en el polimero portador fundido a 63°C mediante agitaciéon continua.
Esta temperatura se seleccioné debido a que el punto de fusidon del polimero es de
aproximadamente 54°C, con lo cual aseguramos la fusion del mismo (el punto de fusién

del farmaco es de 214°C), reduciendo de esta manera la temperatura del proceso de
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obtencién de la DS y logrando una dispersién homogénea del farmaco. Las preparaciones
homogéneas resultantes se enfriaron rapidamente en nitrégeno liquido y luego se
pulverizaron. La fraccién de tamafio de particula de 420-210 um se obtuvo por tamizado y

se mantuvo en un vial de vidrio con tapdn de rosca hasta su uso (Fig. 2.1).

P407
/ sl
/ Albendazol
 ——  ——
Fundir el oo
carrier
63°C 63°C 63°C

N: liquido

Polvo obtenido luego de

la pulverizacién en
420 um / mortero l

FRACCION 420-210 um ) «—

<«— FRACCION <210 um

Figura 2.1. Método de preparacion de dispersiones sélidas de albendazol.

También se prepararon mezclas fisicas (MF) mezclando los componentes en las
mismas proporciones (5, 10, 25y 50% p/p de ABZ, denominadas MF1, MF2, MF3 y MF4,
respectivamente), usando las fracciones de tamafio de particula de 420-210 um de ABZ y
P407 tamizados (Tabla 2.1). Los polvos se almacenaron en un vial con tapa de rosca hasta

SU uUso.
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Tabla 2.1. Proporcidn albendazol/poloxamer 407 utilizada en la obtencion de las diferentes DS y MF.

Dispersion sélida Mezclas fisica % p/p ABZ P407
DS1 MF1 5 5 95
DS2 MF2 10 10 90
DS3 MF3 25 25 75
DS4 MF4 50 50 50

2.1.2 Preparacion de dispersiones solidas de Benznidazol utilizando Poloxamer 407

como portador.

Se prepararon cuatro DS en diferentes proporciones (5, 10, 20 y 32% p/p
denominadas DS5, DS6, DS7 y DS8, respectivamente) mediante el método de fusion (Tabla
2.2) dispersando homogéneamente el BZL-e en el P407 fundido a 63°C, mediante agitacion
constante. Esta temperatura se seleccion6 debido a que el punto de fusion del polimero es
de aproximadamente 54°C, con lo cual aseguramos la fusion del mismo (el punto de fusién
del farmaco es de 192°C), reduciendo de esta manera la temperatura del proceso de
obtencién de la DS y logrando una dispersion homogénea del farmaco. La mayor carga de
farmaco en el vehiculo que se pudo alcanzar mediante esta técnica fue de 32% p/p. La
preparacion homogénea resultante se enfrid rapidamente en nitrégeno liquido y luego se
pulverizé. La fraccion de tamafio de particula de 420-210 um se obtuvo mediante tamizado
de modo similar a lo descripto en la Fig. 2.1., y se mantuvo en un vial de vidrio con tapén

de rosca hasta su uso.

También se prepararon MF (denominadas MF5, MF6, MF7 y MF8, respectivamente)
mezclando homogéneamente los componentes en la misma proporcién, usando la fraccion
tamizada de tamafio de particula de 420-210 um de BZL-e y de P407. El polvo se almacend

en un vial con tapa de rosca hasta su uso.

Tabla 2.2. Proporcion benznidazol/poloxamer 407 utilizada en la obtencidn de las diferentes DS y MF.

Dispersion sélida  Mezclas fisica % p/p BZL P407
DS5 MF5 5 5 95
DS6 MF6 10 10 90
DS7 MF7 20 20 80
DS8 MF8 32 32 68
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2.2 Caracterizacion de las dispersiones soélidas

Se aplicaron diferentes técnicas con el objetivo de realizar una caracterizacion de las

DS:

e Fisico-mecanica: propiedades de flujo como calculo de dngulo de reposo, densidad
a granel, densidad empaquetada, indice de Carr, indice de Hausner;

e Fisico-quimica: mediante Microscopia Electronica de Barrido (MEB), Calorimetria
Diferencial de Barrido (CDB), Espectroscopia Infrarroja (IR) y Difraccién de Rayos X
(D-RX).

e Biofarmacéutica: mediante los ensayos de disolucién, solubilidad y saturacion.

Ademas, se realizaron pruebas in vitro para evaluar la bioactividad de las DS y pruebas

in vivo para estudiar la farmacocinética y distintos modelos de enfermedad.

Para realizar la caracterizacion de las DS en la mayoria de los ensayos se selecciono la
DS de mayor carga de farmaco porque de esta manera la forma farmacéutica final tendra

menor peso y tamafio.
2.2.1 Caracterizacion fisico-mecanica

Comprender y controlar el comportamiento reoldgico de una sustancia
pulverulenta puede ayudar a formular principios activos, a disefiar procesos mas eficientes
y, asi, a conseguir la fabricacion de productos de alta calidad, lo que es fundamental en la

industria farmacéutica.

La fluidez se refiere a la facilidad con que un polvo fluira bajo un conjunto especifico
de condiciones. Es un fendmeno complejo, que se refiere tanto a las propiedades fisicas
que afectan el flujo de polvo y el equipo requerido para su manipulacién, almacenamiento
y procesamiento. La fluidez del polvo es una propiedad esencial, que tiene un gran impacto
en muchos procesos farmacéuticos, como en el proceso de mezcla, transferencia,
almacenamiento, compresion y manipulacion, asi como en la calidad de las formas
farmacéuticas (Felton 2013). Sin embargo, es muy dificil predecir la fluidez de los solidos
pulverulentos debido a que existen numerosos factores que afectan a las propiedades

reoldgicas como ser el tamafio, forma y estructura de las particulas, porosidad,
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granulometria y dureza de las mismas, y factores externos como ser la compactacion,

humedad, vibracion, aireacion, transporte, entre otros.

Los estudios de fluidez en la etapa de preformulacion permiten conocer de forma
cuantitativa las modificaciones debidas a la incorporaciéon de cada nuevo componente y
también sirven para orientar los tratamientos a efectuar con el fin de que el flujo sea 6ptimo

(Vila Jato 2001).

Existen diversos métodos para caracterizar el flujo de polvos. En general, no hay un
método sencillo para caracterizar el flujo de polvos de manera adecuada y es posible
emplear diferentes procedimientos que se caracterizan por suministrar informacién parcial
acerca de las propiedades de flujo; es decir, con la aplicacion de un Unico método no es
posible definir globalmente el comportamiento reolégico de un determinado producto

(Vila Jato 2001, Lozano, Cordoba et al. 2012).

Algunos métodos de caracterizacion reoldgica de solidos pulverulentos aplicados en

este trabajo de Tesis son los siguientes:
2.2.2 Angulo de reposo.

El angulo de reposo se utiliza como método indirecto para cuantificar la fluidez de un
solido pulverulento debido a su relacion con la cohesion y friccion entre las particulas. Sin
embargo, las determinaciones del mismo tienden a ser variable y no siempre es
representativo del flujo en determinadas condiciones. El angulo de reposo constituye, junto
con la densidad, una de las medidas mas habituales para conocer la capacidad de flujo de
los solidos pulverulentos (Vila Jato 2001). El fundamento de este método es el siguiente: al
dejar caer una determinada cantidad de solido pulverulento sobre una superficie horizontal,
se formara un cono cuyas dimensiones estan relacionadas con las propiedades de flujo del

material (Vila Jato 2001).

El angulo de reposo se determina dejando caer el polvo y midiendo el angulo formado

entre la altura del cono del polvo (h) y el plano horizontal (r) (Fig. 2.2) (Aulton 2004).
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2

Figura 2.2 Angu[o o formado entre la altura del cono del polvo (h) y el plano horizontal (r).

Logicamente, cuanto mejores sean las propiedades de flujo del sélido pulverulento; es
decir, cuanto menor sea la intensidad de las fuerzas que impiden el desplazamiento entre

las capas contiguas de particulas, menor sera el valor del angulo de reposo (Fig. 2.3).

[\ 2

Figura 2.3. Cuanto menor sea el dngulo de reposo, mayor serd el flujo del material, y viceversa.

El angulo de reposo se obtiene a partir de la siguiente expresion:
h L
tga = . (Ecuacioén 2.1)

Donde h es la altura del cono formado por el sélido pulverulento (valor medio de varias

medidas), y r, el radio de la base del cono (Fig. 2.3) (Vila Jato 2001).
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El flujo libre del sélido pulverulento no sélo depende de la fuerza gravitacional a que
esta sometido, sino que también influyen sobre él las fuerzas derivadas de la friccion
interparticular, por lo que existe una estrecha relacién entre angulo de reposo, flujo y forma
de particula. En general, se establece que los sélidos pulverulentos con un angulo de reposo
menor de 30° fluyen facilmente, si el angulo de reposo estd comprendido entre 30° y 50°

el flujo es dificil, y si el &ngulo es mayor de 50° no hay flujo libre (Vila Jato 2001).

Las principales ventajas de los métodos angulares son su sencillez y el hecho de que
no requieren equipos sofisticados para su aplicacion. Al lado de estas ventajas presentan
toda una serie de inconvenientes. La primera limitacion se refiere a que son métodos Utiles
solamente para sélidos poco cohesivos, ya que para su evaluacion es necesario que el
producto adopte una forma coénica, para lo cual es imprescindible que fluya
adecuadamente. En caso contrario, es decir, si el polvo es muy cohesivo, cabe la posibilidad
de que no se forme un cono perfectamente definido, con lo que resulta problematico
asignar un valor de angulo de reposo. Otra limitacion importante de los métodos angulares
es su falta de reproducibilidad. El origen de este problema reside en la clara influencia de

las condiciones experimentales sobre los resultados obtenidos (Vila Jato 2001).

Procedimiento: Se dejé caer el polvo sobre una base de didmetro conocido, a través del
orificio de un embudo ubicado a una altura determinada (Fig. 2.4). El angulo de reposo se

obtuvo a partir de la siguiente expresion:

a=arcTg h/r (Ecuacién 2.2)

El valor obtenido del angulo de reposo corresponde al promedio de 8 mediciones.
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Figura 2.4. Procedimiento para determinar el dngulo de reposo.

2.2.1.2 Medicion de densidad de polvos.

La densidad se define como la relacion entre la masa y el volumen que ocupa dicha
masa. Sin embargo, para la mayoria de los sélidos pulverulentos esta propiedad puede ser
un parametro variable que depende de la forma y tamafio de las particulas, asi como de su
capacidad de empaquetamiento. El grado de empaquetamiento se ve afectado por la
vibracién, el confinamiento y la consolidacion. Las particulas se pueden agrupar de
diferentes formas, dependiendo de su forma, tamafio y de los puntos de contacto entre
ellas. Una densidad constante indicaria que el comportamiento del flujo es independiente
de como se maneje el material. Para caracterizar este comportamiento se obtienen dos
tipos de densidades: densidad aparente y densidad empaquetada (Lozano, Cérdoba et al.

2012).

a) Densidad aparente (&,): se define como la relacion existente entre una cantidad

determinada del sélido pulverulento y el volumen aparente que ocupa dicha
cantidad. El volumen aparente incluye los espacios que existen entre las particulas
y las burbujas de aire que existen entre estas. El volumen del sélido pulverulento
viene determinado, fundamentalmente, por el tamafio, forma y textura de las
particulas, las peliculas que las rodean (gases) y la presencia de cargas

electrostaticas (Vila Jato 2001, Lozano, Cérdoba et. al. 2012).
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Procedimiento: Se coloco el polvo bajo estudio suavemente en el interior de un recipiente
calibrado (probeta) previamente tarado y se pesd para determinar el peso del polvo (Fig.
2.5). La densidad se calculo como la relacion entre el peso del polvo (m) y el volumen

ocupado (V).

da = m/V (Ecuacion 2.3)
a

l
N |

g ]
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-

o
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©

Figura 2.5. Determinacién de densidad aparente.

b) Densidad empaquetada (&): este parametro es una extension de la densidad

aparente. Con el tiempo, y debido a las vibraciones a que se ve sometido el sélido
pulverulento durante el procesado y transporte, el volumen puede modificarse
significativamente; por ello, debe realizarse una prueba que determine la relacién
entre los volumenes del solido pulverulento aireado y vibrado, con objeto de
prevenir modificaciones importantes en el volumen, lo que reviste especial
importancia en el momento de seleccionar la capacidad de la matriz que debe ser
llenada para la compresion (Vila Jato 2001). La densidad empaquetada puede ser
definida como la densidad del material particulado luego de ser sometido a
sucesivos impactos suaves. Aquellos solidos cuyas particulas dieron lugar a espacios
vacios grandes entre ellas, se van a compactar mas que aquellos soélidos con

particulas pequefias que producen un empaquetamiento mas cerrado.

Procedimiento: El recipiente calibrado con el polvo en su interior se sometio a una serie de

suaves impactos verticales hasta que el volumen final ocupado por el polvo no presentd
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variaciones (Fig. 2.6). La densidad se calculé como la relacion entre el peso del polvo (m) y

el volumen ocupado después de los impactos (Ve).

Se = m/V (Ecuacion 2.4)
e

]
)

L]

|

W —

Jv.

 s—] —————

Figura 2.6. Determinacion de densidad empaquetada.

La densidad aparente de un polvo no es un nimero definido como lo es la densidad
real, pero si es una medida indirecta que depende de muchos factores, como el tamafio, la
forma y la distribucién de particula. Se utilizan principalmente dos parametros para definir

la relaciéon entre estas densidades: el indice de Carry el indice de Hausner.
2.2.1.3 Indice de Carr o de compresibilidad (/C).

Es un método indirecto para medir el flujo de polvo relacionado con la fuerza de
cohesion y el tamafio de las particulas. El indice de compresibilidad es la relacion entre
densidades aparente y empaquetada. Cuanto mayor sea la diferencia, mayor sera la
tendencia del material a empaquetarse y peor sera el flujo. El /C se calcula

matematicamente mediante la siguiente ecuacion:

IC = %x 100 (Ecuacion 2.5)

Donde ¢ es la densidad empaquetada y & la densidad aparente.
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La Fig. 2.7 muestra la relacion gréafica entre los valores de IC y los de angulo de

reposo, indicativos de la fluidez del material (Jato 2001, Lozano, Cérdoba et al. 2012).

30

Muy poco
flujo
20

deslizante

Indice de Carr

10

r

Flujo excelente

10 20 30 40
Angulo de reposo

Figura 2.7. Relacion entre el indice de Carr y el dngulo de reposo para diferentes comportamientos reoldgicos de
los lechos de particulas.

2.2.1.4 [ndice de Hausner (IH)

El cociente 8/ esta relacionado con la friccion entre las particulas, por lo que
podria utilizarse para predecir las propiedades de flujo del polvo (Aulton 2004). El IH se
define como la relacion existente entre la densidad empaquetada y la aparente. Este indice
relaciona las condiciones de friccién inter-particula durante el movimiento de la masa de
polvo y la cohesividad del material en relacion con su fluidez. En un material poco cohesivo
apenas se verad modificada su densidad con el empaquetamiento y el /H se aproximaréa a 1.
Como norma general, valores de /H superiores a 1,5 son indicativos de fluidez deficiente

(Lozano, Cérdoba et al. 2012). Matematicamente se calcula mediante la siguiente ecuacion:
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IH = 58/561 (Ecuacion 2.6)

2.2.2 Caracterizacion fisico-quimica

El objetivo principal de la caracterizacién de DS es detectar la presencia de formas
cristalinas que pueden alterar la BD del farmaco. Estas formas cristalinas se pueden formar
durante el proceso de formulacién o durante el almacenamiento de la preparacion. Se
pueden usar varias técnicas de caracterizacion para determinar los factores que inducen
este fendmeno, ayudando asi a prevenir esta cristalizacion (Fig. 2.8) (Baghel, Cathcart et al.

2016).

TECNICAS DE CARACTERIZACION

Estudios de
composicion
de fases

Disposicion
molecular

Herramientas

preliminares Nivel avanzado

. Conformacion
Sorcién de vapor, Espectroscopia molecular
difraccién de RS detallada y
microscopia =
rayos X, infrarroja analisis de
resonancia resonancia configuracion
magnética magnética nuclear mediante

nuclear en estado en estado sélido o difraccion de

Técnicas basicas
de
espectroscopia,

difracc"‘)n y sélido’ quuido, difraccion rayos x’

analisis térmico de rayos X para
obtener
informacion a nivel

molecular

resonancia
magneética
nuclear y otras
técnicas

espectroscopia
Raman y analisis
térmico.

Figura 2.8. Herramientas de caracterizacién de estado solido para dispersiones sélidas poliméricas.

Algunos de los métodos utilizados para la caracterizacion de las DS obtenidas se

muestran en la Tabla 2.3.
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Tabla 2.3. Técnicas de caracterizacion de las dispersiones sélidas

Calorimetria diferencial de barrido
Difracciéon de rayos X

Calorimetria diferencial de barrido
Espectroscopia Infrarroja
Calorimetria diferencial de barrido
Difracciéon de rayos X

Estructuras fisicas/morfologia superficial Microscopia electrénica de barrido
Estabilidad Estudios de solubilidad de saturacion

Estado amorfo/cristalino

Interacciéon farmaco-portador

Miscibilidad farmaco-portador

2.2.2.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Para el desarrollo del presente trabajo de Tesis se utilizd un microscopio electrénico
de barrido que permitid crear una imagen ampliada de la superficie de las distintas
muestras. Esta técnica proporciona informacion primaria del sistema sobre la naturaleza
amorfa o cristalina de las DS y ademas se utiliza para determinar la morfologia externa de
la muestra. La desaparicion de grandes cristales de farmaco indica disminucién de la

cristalinidad o conversion a forma amorfa.

Procedimiento: Las muestras se metalizaron con oro (Denton Vacuum metalizer, LLC, Desk-
IV) y se observaron mediante un microscopio electronico de barrido (JEOL JSM-6480LV,

Japon).
2.2.2.2 Calorimetria diferencial de barrido (CDB).

El principio basico de los enfoques analiticos térmicos son los cambios dindmicos en las
propiedades del estado solido del material debido a procesos de calentamiento o
enfriamiento. La CDB es la técnica termoanalitica mas comlUnmente utilizada para la
caracterizacion de DS. Proporciona informacién precisa sobre el punto de fusion, la
temperatura de transicion vitrea y los cambios de energia asociados con las transiciones de
fase, incluidos los procesos de cristalizacion y fusion. La falta de un pico de fusion del
farmaco en el termograma de la CDB de una DS es indicativo que el farmaco existe en
forma amorfa. En esta técnica la endoterma de transicion vitrea, la exoterma de
cristalizacion y la endoterma de fusién también se pueden cuantificar y utilizar para calcular
el grado de cristalinidad (Vo, Park et al. 2013). La CDB se utiliza como técnica de deteccién

primaria para evaluar formulaciones de DS.

Pagina| 75



Métodos Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

Con los termogramas obtenidos por esta técnica se puede detectar la temperatura a la
que ocurren los diferentes eventos térmicos. Se obtuvieron termogramas de las muestras
usando un equipo Q200 (TA-instruments) provisto con software especifico TA Universal

Analysis.

Procedimiento: Las muestras fueron pesadas con precision y colocadas y selladas en
recipientes herméticos de aluminio. Fue utilizada una rampa de calentamiento de 10°C/min
bajo purga constante de nitrégeno seco (20ml/min). Un recipiente de aluminio hermético

vacio, sellado en la misma forma que la muestra, fue utilizado como referencia.
2.2.2.3 Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier (TF-IR).

La espectroscopia infrarroja (IR) es de gran importancia en analisis de farmacos porque
puede aplicarse como técnica analitica cualitativa y cuantitativa, siendo la primera la de
mayor aplicacion. Puede detectar grupos funcionales cuya presencia seria imposible de

determinar por ensayos quimicos convencionales.

El espectro IR de una sustancia es caracteristico de ella, por lo tanto la técnica de IR
resulta Util para determinar la identidad de una sustancia. La frecuencia de cada banda del
espectro de vibracién-rotacién molecular depende de la constante de fuerza de cada
enlace intraatémico, por ello es que el espectro de absorcién en una determinada regién
del IR depende del conjunto de enlaces que constituyen la estructura molecular y es
distintivo y caracteristico de cada molécula. A través de esta tecnica es posible relacionar
las frecuencias de ciertas bandas de absorcién en IR con la presencia de determinados

enlaces o grupos funcionales en la molécula (Valls, Garcia et al. 2003).

Con el fin de identificar interacciones en los sistemas bajo estudio se realizaron estudios
de TF-IR utilizando un espectrofotémetro Spectrum GX-Perkin Elmer en la regién 4000-400

cm™.

Procedimiento: para realizar las mediciones, se utilizO como soporte de las muestras
bromuro de potasio (grado espectroscdpico) y se comprimieron en discos de 10 mm

usando una prensa hidraulica con punzones planos.
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2.2.2.4 Difraccion de rayos X (D-RX).

Es el método mas utilizado para identificar y caracterizar el estado cristalino de los
farmacos en DS. Se utiliza para determinar cualitativamente el material. El fa&rmaco puro
presenta picos agudos, muy intensos y menos difusos que indican su naturaleza cristalina.
La falta de picos agudos en los difractogramas de DS indica que el farmaco se encuentra

en forma amorfa en las dispersiones (Vo, Park et al. 2013).

Las muestras se analizaron por difraccion de rayos X utilizando un difractémetro DRX
Philips PW1800. Los ensayos se realizaron a 40 KV y 30 mA en un rango de 5-70 ° 26 a una
velocidad de 0,02 © 20 /s.

2.2.3 Estudios de solubilidad y saturacion

2.2.3.1 Estudio de solubilidad de fases.

Procedimiento: Para realizar este estudio se siguié el método descrito por Higuchi
y Connors (Higuchi 1965). Para llevar a cabo el estudio al farmaco ABZ, se afiadié un exceso
del mismo a 5 ml de HCI 0,1 N con concentraciones crecientes de P407 (1, 3, 5, 10 y 15%
p/v) en tubos de vidrio con tapa a rosca. Luego se colocaron en un bafio de agua con
agitacion a temperatura ambiente durante 96 horas para alcanzar el equilibrio de
solubilidad. Las suspensiones obtenidas se filtraron a través de una membrana de éster de
celulosa mixta de 0,45 um. Se determind espectrofotométricamente la concentracion de
ABZ a A= 302 nm, usando la curva de calibracion correspondiente construida con

soluciones estandar de ABZ en HCI 0,1 N por triplicado.

Para realizar los estudios de solubilidad de fase a 25°Cy 37°C para el BZL, se afiadié
un exceso de BZL-e a 5 ml de HCI 0,1 N con concentraciones crecientes de P407 (5, 10, 15
y 20% p/v) en tubos de vidrio con tapa a rosca. Se colocaron en un bafio de agua con
agitacion a una temperatura predeterminada durante 96 horas para alcanzar el equilibrio
de solubilidad. Después, las suspensiones se filtraron y se realizé el analisis
espectrofotométrico a A= 324 nm. La concentracién de BZL se calculé usando la curva de
calibracion correspondiente realizada con soluciones estandar de diferente concentracién

de BZL en HCI 0,1 N por triplicado.
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2.2.3.2 Estudio de solubilidad en saturacion

Procedimiento: Para los estudios de solubilidad en saturacion, se afiadid una
cantidad en exceso de ABZ, de todas las DS y de las correspondientes MF en tubos de
vidrio con tapa a rosca con 10 ml de HCI 0,1 N. Se mantuvieron en un bafio de agua con
agitaciéon a 37°C durante 4 dias. Después, las muestras se filtraron a través de una
membrana de éster de celulosa mixta de 045 um, y el filtrado se analizd

espectrofotométricamente a 302 nm para determinar la concentracion de ABZ.

Para los estudios de solubilidad de saturacién de BZL, se colocaron cantidades en
exceso de BZL-e, de la DS8 y la MF8 correspondiente, en tubos de vidrio con tapa a rosca
con 5 ml de HCI 0,1 N, para alcanzar la misma cantidad de BZL en todas las muestras. Se
mantuvieron en un bafio de agua con agitacion a 25°Cy 37°C durante 4 dias. Después, las
muestras se filtraron y se analizaron espectrofotométricamente a 324 nm para determinar

la concentracion de BZL. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

2.3 Caracterizacion biofarmacéutica

2.3.1 Ensayos de disoluciéon

La velocidad a la que los principios activos poco solubles en agua se disuelven en el
tracto gastrointestinal a partir de la forma farmacéutica se correlaciona con su velocidad de
absorcion sistémica. Es por ello que el ensayo de disolucion es la prueba in vitro de eleccidn
para estudiar el comportamiento que tendran los farmacos in vivo, y se ha convertido en
un requisito farmacopeico y regulatorio para la evaluacion de formas farmacéuticas. Este
ensayo se emplea para determinar el comportamiento de la disolucion de los principios
activos contenidos en una forma farmacéutica sélida de uso oral, estableciendo un criterio

de evaluacion de las propiedades fisicas y biofarmacéuticas del producto.

Existen distintos equipos codificados en libros oficiales para realizar este tipo de estudio.
De manera general, consisten en un vaso de vidrio esférico de 1 L de capacidad que se
encuentra inmerso en un bafo termostatizado a 37°C. Ademas, contienen un vastago que
en su extremo inferior presenta un canastillo (Aparato 1) o una Paleta (Aparato 2) que
permite mantener la velocidad de agitacion constante durante todo el experimento. El

aparato que se utiliza para el ensayo corresponde al aparato 2 segun Farmacopea (Fig. 2.9).
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APARATO 2

«—— Eje

Punto de
[ toma de
muestra

4——— Vaso

+——— Medio

Paleta

Figura 2.9. Aparato 2 de disolucién.

Consta de un vaso transparente provisto de una tapa, construido de vidrio u otro
material inerte, un eje metalico y una paleta. El vaso debe estar parcialmente sumergido en
un baflo de agua que permita mantener la temperatura dentro del vaso a 37,0 + 0,5 °C
durante el ensayo. Ninguna parte del aparato, ni el area donde esta instalado, debe
producir movimiento significativo, agitacion o vibracién mas alla de la debida al elemento
de agitacién. El vaso es cilindrico con fondo semiesférico y puede tener una tapa para
retardar la evaporacion. La paleta se coloca de tal modo que su eje vertical no se separe
mas de 2 mm, en cualquier punto, del eje vertical del vaso y rote sin desviarse
significativamente. El aparato posee, ademas, un dispositivo que permite seleccionar la
velocidad de rotacién de los ejes y mantenerla dentro de + 4 %. El medio de disolucién fue
HCI 0,1 N. El volumen empleado fue de 900 ml. Los gases disueltos pueden producir
burbujas que pueden modificar los resultados del ensayo. En esos casos los mismos fueron

eliminados antes del ensayo mediante filtracion al vacio (Farmacopea 2012).

Procedimiento: Los ensayos de disolucion de los farmacos (ABZ y BZL-e), y las dispersiones
solidas (DS1, DS2, DS3 y DS4 de ABZ y la DS8 de BZL), las MF (MF1, MF2, MF3 y MF4 de
ABZ y la MF8 de BZL) y las formulaciones comerciales (ABZ-FC y BZL-FC) se realizaron
usando un aparato de disolucion USPXXIV 2 (SOTAX AT 7 smart) a 37 + 0,5°C y bajo
agitacion a 50 rpm. Se pes6 con precision la cantidad necesaria de muestras en polvo que

tenian 50 mg de ABZ y 100 mg de BZL respectivamente. Estas muestras se afiadieron a 900
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ml de HCI 0,1 N filtrado y desgasificado utilizado como medio de disolucion. A intervalos
de tiempo predeterminados, se extrajeron cuatro mililitros de alicuotas filtradas y se
sustituyeron por medio nuevo para mantener constante el volumen. La concentracion de
farmaco disuelto se determind espectrofotométricamente. Los datos de disolucion fueron
analizados de acuerdo a un modelo matematico desarrollado por nuestro grupo de
investigacion. El modelo matematico denominado “Lumped” se describe en detalle en la

siguiente seccion.
2.3.2 Interpretacion de los datos del ensayo de disolucion. Modelado matematico

El modelo matematico “Lumped” propuesto esta basado en una cinética de
segundo orden. Este modelo describe satisfactoriamente los procesos en los que estan
presentes los fendmenos de difusion y transferencia al medio de disolucion, o cuando solo
existe una transferencia externa a un medio fluido en el que la concentracion del farmaco
aumenta constantemente. El modelo “Lumped” (Fernandez-Colino, Bermudez et al. 2016,
Romero, Bermudez et al. 2016, Romero, Villegas et al. 2017) se representa mediante la

Ecuacion 2.7:

axt

M% =
% 1+bxt

(Ecuacion 2.7).

Donde M% es el porcentaje de farmaco disuelto en el tiempo ¢, y los parametros a

y b se dan en (% min™) y (min™), respectivamente.

El valor del parametro a es la velocidad de disolucion inicial (VDI), ya que la

velocidad de disolucién en cualquier momento viene dada por:

dM% a
dt  (1+bx*t)2

(Ecuacion 2.8)

de este modo, cuando t = 0, la VDI es:
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AMY%
VDI = —= = a (Ecuacion 2.9)
dat t=0

El pardametro a es importante ya que la mejora en la velocidad de disolucion inicial
de las DS también desempefaria un papel fundamental en el aumento de la

biodisponibilidad del farmaco. El parametro b es un parametro de ajuste del modelo.

El modelo Lumped permite calcular otros parametros de relevancia farmacéutica
interesantes, como ser txmin, txw tsow Mientras que txmin corresponde al porcentaje de
farmaco disuelto en un momento dado, txx es el tiempo necesario para disolver un cierto
porcentaje de farmaco (Ec. 2.10). Por ejemplo, el tsos es el tiempo necesario para alcanzar
un 80% de farmaco disuelto. Este valor se puede usar como un limite de aceptacion, de
acuerdo con varias Farmacopeas (Costa and Lobo 2001) para considerar que estamos en
presencia de un sistema de liberacién inmediata de farmaco, si dicho valor es inferior a 45

min.

X%

tX% = m (Ecuacion 2.10)

Por otro lado, la eficiencia de disolucién (ED) se define como la relacién entre el
area bajo la curva del perfil de disolucion hasta un cierto tiempo try el area del rectangulo
correspondiente al 100% disuelto al mismo tiempo. La importancia de la ED reside en
considerar tanto la cantidad disuelta como la velocidad de disolucion. Usando este modelo,

la ED para un tiempo final tr, viene dado por:

a
[FM% dat pa-Ibxtp — In(1+bxtp)]
100xtp 100X tg

ED =

(Ecuacion 2.11)

Por otra parte, para comparar los perfiles de disolucion entre las DS con diferentes

proporciones de farmaco/portador, se utilizan métodos de analisis estadisticos
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independientes (Costa and Lobo 2001). Los procedimientos por pares incluyen los factores
de diferencia y similitud (f; y {2, respectivamente) (Moore, Croy et al. 2000, Mathur, Nagpal
et al. 2013, Diaz, Colgan et al. 2016). El primero de ellos describe el error entre dos curvas

de disolucion sobre todos los puntos de tiempo, y se define como:

n Ri— D;
fi= % x 100 (Ecuacién 2.12)

Donde R;y D; son el porcentaje disuelto de la referencia y la muestra de prueba en
cada punto de tiempo i, y n es el nUmero de muestras experimentales. Este porcentaje es

igual a cero cuando los perfiles de la muestra de prueba y la referencia son iguales.

Por otro lado, f> se define como la transformacién logaritmica de la sumatoria de
las diferencias entre la muestra de prueba y la experimental al cuadrado en todos los puntos

de tiempo:
1 -0.5
fo =50 X log {[1 + (;) Y(R; — D;)? ] X 100} (Ecuacién 2.13)

El "Centro para la Evaluacion e Investigacion de Farmacos" (FDA, EEUU) y la "Unidad
de Evaluacion de Medicina Humana de la Agencia Europea para la Evaluacién de Productos
Medicinales" han establecido como un criterio para considerar dos perfiles de disolucion

similares, valores de f; inferior a 15 (0-15) y de f> superior a 50 (50-100).

Los métodos de analisis estadisticos independientes también incluyen pruebas de
relacién entre pardmetros obtenidos a partir de los ensayos de disolucion de diferentes
formulaciones. Entre estos parametros, el valor del tiempo medio de disolucién (TMD) es

uno de los mas utilizados (Ec. 2.14).

2}.1:1 AM%

TMDyo, = (Ecuacion 2.14)
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Donde tim = (¢ + t1)/2 es el tiempo medio entre dos muestras y AM% es la cantidad

adicional de farmaco liberado entre t;y t.1. TMDxs se puede calcular como:

TMDyy, == (Ecuacion 2.15)

Considerando la ecuacién 2.8:

txo, axt

d
0  (1+bxt)? .
TMD = Ecuacion 2.16
X% M%(tx00) ( )
Finalmente:
bxtxo,
ln(1+b><tX%) - m
TMDyy, = = . (Ecuacion 2.17)

b2 M%(t)

M%xs) es el porcentaje de farmaco acumulado en t = tx«, y el valor de tx se obtiene

de la Ecuacion 2.10.

Finalmente, es importante enfatizar que los estudios de solubilidad y disolucion in
vitro representan un vinculo importante entre el disefio de la formulacién y su
bioperformance. Esto es especialmente cierto en el caso de formulaciones sobresaturadas

como las DS desarrolladas y evaluadas en este trabajo.
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2.4 Pruebas in vitro: ensayos de bioactividad

Los ensayos in vitro para determinar la Clsp, es decir, medir la potencia de las DS
para inhibir una funcién bioldgica o bioquimica especifica, se llevaron a cabo en conjunto

con la Dra. Carolina Davies perteneciente al Instituto de Patologia Experimental (IPE).

Para evaluar el efecto de la DS de BZL preparada (DS8) sobre la viabilidad del
parasito, se utilizaron epimastigotes de T. cruzi de los linajes de menor y mayor prevalencia
en el norte argentino (Tcl y TcV respectivamente) (Monje-Rumi, Brandan et al. 2015) y la
cepa de referencia Tulahuén (TcVI) (Zingales, Andrade et al. 2009), amablemente otorgada
por el Dr. Walter Rivarola (Departamento de Fisica Médica, Facultad de Medicina,
Universidad de Coérdoba, Argentina). Los epimastigotes se cultivaron en condiciones
estandar a 28°C en medio Liver Infusion Tryptose (LIT) suplementado con 10% de suero

fetal bovino y 2% de penicilina-estreptomicina.

La viabilidad de los epimastigotes se determind mediante un ensayo colorimétrico
usando bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT). El MTT es una sal
de tetrazolio de color amarillo, que al ser reducido por las mitocondrias de células vivas
produce cristales de formazan de color violeta. El color purpura final se puede detectar
espectrofotométricamente a 570 nm (Mosmann 1983, Berridge and Tan 1993). Se siguid un
protocolo modificado para epimastigotes de T. cruzi, afiadiendo metosulfato de fenazina
(phenazine methosulphate, PMS, 0,22 mg por ml de MTT) a la solucién de MTT. El PMS es
un transportador intermedio de electrones que disminuye el tiempo de incubacién para

obtener los cristales de formazan purpureos (Muelas-Serrano, Nogal-Ruiz et al. 2000).

Procedimiento: se llevaron a cabo diluciones en serie 1:2 de BZL-e o DS8 en placas de 96
pocillos (Fig. 2.10). El BZL-e se disolvié en dimetilsulfoxido (DMSQO) en concentracion 1 M;
mientras que la DS8 se disolvio en H2O estéril a 154 mM. Tanto BZL-e como la DS8 se
diluyeron en medio LIT a4 mM, comenzando el ensayo a 2 mM. Los parasitos se sembraron
a 4x10” células/ml en un volumen final de 100 pl por pocillo. Después de 48 horas, se
afadieron 20 ul de MTT con PMS a cada pocillo, seguido de 30 min de incubacion a 28°C.
La reaccion de MTT se detuvo mediante la adicién de 100 ul de solubilizador (dodecilsulfato

sodico al 10%, dimetilformamida al 45%, pH 4,5 en acido acético) (Wilmes, Bargh et al.
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2007). Las placas se leyeron en un lector de placas Tecan a 570 nm. Los ensayos se

repitieron 3 veces y cada concentracion por duplicado.
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Figura 2.10. Esquema del armado de la placa de 96 pocillos.

2.5 Estudios in vivo

2.5.1 Ensayos farmacocinéticos en ratones

Para que un farmaco produzca un efecto terapéutico, debe alcanzar un intervalo
preciso de concentraciones en el sitio de accion. Debajo de este intervalo, no se observara
ningun efecto farmacolégico y por encima de este, pueden aparecer efectos toxicos o no
deseados. La concentracion que un farmaco alcanza en su lugar de accion dependera de

los siguientes procesos:

a) Liberacion: proceso por el cual el farmaco, con una velocidad determinada, abandona la

forma farmacéutica.

b) Absorcion: definida como la entrada del farmaco en el organismo mediante un proceso
de permeacion a través de las membranas biologicas especializadas. Para que este paso se

lleve a cabo el farmaco debe estar disuelto en los fluidos biologicos.

c) Distribucion: una vez que el farmaco se absorbe, ingresa en la circulacién sistémica y es

distribuido hacia los tejidos. Generalmente, una fraccion del farmaco se fija a proteinas del
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plasma y solo las moléculas libres difunden hacia los tejidos siendo esta responsable del

efecto terapéutico.

d) Eliminacion: finalmente, el farmaco es eliminado del organismo, para lo cual,
generalmente es metabolizado a nivel hepatico a un compuesto mas polar que luego es
excretado por bilis, orina, etc. En algunos casos, este proceso puede producir metabolitos

activos cuya presencia también debera tenerse en cuenta.

La intensidad de los procesos de liberacion, absorcion, distribucion, metabolismo y
eliminacién varian con el tiempo. Por este motivo, la cantidad de farmaco presente en el
organismo no permanece estatica, sino que se presenta como un parametro variable. Por
lo tanto, se hace necesario tener conocimiento de estos procesos como asi también, de los
factores que los alteran para poder realizar una adecuada seleccion de la forma
farmacéutica, la via de administracion, la dosis y la pauta de administracion, para conseguir

la maxima eficacia con el menor riesgo para el paciente.

Entonces, la actividad de un farmaco depende de una secuencia de eventos
fisicoquimicos que comienzan cuando la molécula bioactiva ingresa al organismo y culmina
cuando dicha molécula alcanza su sitio de accion y desencadena la respuesta biologica

adecuada.

Los BZD se distribuyen al sitio donde se localiza el parasito (tejido / fluido) en un grado
variable, de acuerdo con el tejido en cuestion. Una vez alli, deben penetrar en el parasito

para reconocer y unirse al receptor de tubulina para lograr su efecto farmacolégico.

Particularmente, el ABZ es relativamente insoluble en agua y en la mayoria de los
solventes organicos, propiedades que influyen en su absorcion y comportamiento en el
cuerpo. La absorcion por via oral del ABZ en ratones es de aproximadamente 20-30% en
comparaciéon con el 1 - <5% en humanos. ABZ contiene un atomo de azufre como un
sulfuro en la posicion 5 de la molécula. Estos sulfuros se someten, principalmente en el
higado, a reacciones de oxidacion, catalizadas por la flavina monooxigenasa y los sistemas
enzimaticos del CP450 para formar albendazol sulféxido (ABZSO), principal metabolito
farmacolégicamente activo, y en una segunda reaccion de sulfonacién, catalizada por el
sistema CP450, el ABZSO se transforman en una sulfona inactiva (ABZSO,) (Sanchez Bruni,

Jones et al. 2006).
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Como puede observarse en la Fig. 2.11, cuando el ABZ es administrado por via oral en
una forma farmacéutica solida, al tomar contacto con el contenido del estébmago, ésta
debera desintegrarse para dar lugar a la disolucién del farmaco, proceso que se vera
favorecido en las condiciones de pH de este érgano. En la primera porcion del intestino
delgado, el ABZ se absorbe y por circulacién portal llega al higado donde es ampliamente
metabolizado (metabolismo de primer paso muy rapido) a ABZSO y ABZSO.. Los niveles
plasmaticos de los metabolitos en todas las especies son mucho mas altos que los de la
droga madre. Una comida con alto contenido graso aumenta la absorcion hasta 5 veces en
humanos y animales. El aumento se ha atribuido a una mayor disolucion del farmaco
insoluble en agua en los alimentos (Dayan 2003). El metabolismo oxidativo es muy rapido
y por lo tanto el ABZ no se detecta en plasma como droga madre. Una vez en circulacion
sistémica, ABZSO se distribuye ampliamente (se une a proteinas plasmaticas en un 70%)
alcanzando entre otros 6rganos al pulmén, un 6rgano de gran relevancia ya que muchos
parasitos adultos se alojan en él. ABZSO puede alcanzar a los parasitos hematéfagos
alojados en la luz del intestino, como asi también llegar a aquellas especies que se
alimentan del contenido gastrointestinal. Finalmente, Los metabolitos del ABZ son
extensamente eliminados por la bilis. La eliminacion de la droga madre es muy rapida, pero

la de los metabolitos sulfoxido y sulfona es mas lenta.

El ABZSO tiene un centro quiral y se cree que la formacién del (-) ABZSO depende de
las enzimas del CP450, mientras que la del (+) ABZSO depende de las enzimas que
contienen flavina. La oxidacion subsiguiente a ABZ sulfona depende de las isozimas P450.

En el hombre la forma (+) ABZSO es la forma predominante en plasma (Dayan 2003).
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ALBENDAZOL VIA ORAL

@— Suspension

pH=1-2
(disolucién)

Eliminacion

Figura 2.11. Eventos que suceden a la administracién oral de ABZ. Grdfico elaborado por el Dr. Sergio Sdnchez
Bruni.

2.5.1.1 Ensayo con animales

Todos los procedimientos y protocolos de manejo de animales fueron sometidos a
evaluacion por la Comisién de Bienestar animal de acuerdo con la Politica de Bienestar
Animal (Ley 087/02) de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional del
Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA), Tandil, Argentina. El ensayo de
farmacocinética fue realizado en colaboracion con el Médico Veterinario Laureano Schofs

del centro de investigacion veterinaria de Tandil (CIVETAN).

Se utilizaron 50 ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad, libres de patégenos
convencionales y con un peso promedio de 20 g. Los animales fueron alojados en
temperatura controlada (21+ 2°C), en una habitacién con ciclos de luz/ oscuridad de 12

horas. Los alimentos y el agua se proporcionaron ad libitum.

Los animales fueron divididos en 10 grupos (n=5): un grupo control sin tratamiento
y 9 grupos experimentales a los que se les realizo una extraccion de sangre por puncion

mandibular a las 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 horas pos administracion de una dosis oral de
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25 mg/kg tanto de la formulaciéon de ABZ (fraccion 420-210 pm) como de la muestra de
DS4 (fraccion 420-210 um). La sangre fue recolectada en tubos heparinizados y procesada
mediante centrifugacién a 2500 rpm, durante 15 minutos a 4°C para la obtencion del

plasma. El plasma fue almacenado a -20°C para su posterior analisis.

Una alicuota de 50 pl de cada plasma de raton fue colocada en tubos a los cuales
se les adiciond 15 pl de estandar interno (Oxibendazol (OXB) 5 pg/ml). Se realizd una
extraccion liquida de ABZ y sus metabolitos adicionando a la muestra 750 ul de acetonitrilo
(ACN) con un posterior ciclo de agitacion, centrifugacion (15 min a 3500 rpm) vy
evaporacion. Luego se procedio a la re-suspension de la muestra en 150 ul de fase movil
(27% ACN'y 73% agua), agitacion, centrifugado e inyeccion del sobrenadante para posterior

cuantificacion y analisis mediante HPLC- UV.
2.5.2 Modelo de hidatidosis

Los ensayos in vivo realizados para evaluar la eficacia del tratamiento con la DS4 de
ABZ en un modelo murino de hidatidosis se llevd a cabo en conjunto con la Dra. Maria
Celina Elissondoy la Dra. Julia Fabbri perteneciente al Laboratorio de Zoonosis Parasitarias,
Instituto de Investigaciones en Produccion, Sanidad y Ambiente (IIPROSAM), FCEyN,
Universidad Nacional de Mar del Plata, CONICET.

Para el ensayo se utilizaron ratones hembras CF-1 (n = 50) fueron infectados por via
intraperitoneal con 0,3 ml de material homogeneizado de E. multilocularis. A las 6 semanas
post-infeccién, los ratones fueron divididos en 5 grupos experimentales (10

animales/grupo) para empezar los tratamientos:
a) Grupo control agua, los animales recibieron agua destilada como placebo.
b) Grupo control P407, los animales recibieron P407 disuelto en agua desionizada.

c) Grupo ABZ-CMC, los animales fueron tratados con una suspensién de ABZ en agua

desionizada con CMC.
d) Grupo MF, los animales recibieron la MF4 suspendida en agua desionizada.
e) Grupo ABZ:P407, los animales fueron tratados con la DS4.

Los tratamientos se realizaron por via oral mediante canula intragastrica, cada 24

horas, durante 30 dias. La dosis de ABZ utilizada en todos los grupos fue de 25 mg/kg. Las
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suspensiones fueron vigorosamente agitadas previo a la dosificacion. Finalizado el
tratamiento a las 10 semanas post infeccion (p-i), los ratones fueron eutanasiados mediante
dislocacion cervical, previa anestesia con ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg), y se

procedié inmediatamente a la necropsia.

A) Preparacion de las suspensiones. Para el estudio de eficacia in vivo, la suspension
de ABZ (3,08 mg/ml) fue preparada suspendiendo el farmaco puro en agua
desionizada (pH= 7,0) con CMC (0,5 % p/v, pH= 6,0) bajo agitacion durante (5 h) y
sonicacion (1 h). La DS de ABZ:P407 (DS4) (6,16 mg/ml) fue preparada disolviendo
DS4 en agua desionizada (pH= 7,0) bajo agitacion (1 h). La MF4 (6,16 mg/kg) v el
P407 (3,08 mg/ml) fueron preparados en agua desionizada (pH= 7,0) bajo agitacion
(1h).

B) Determinacion de la eficacia de los tratamientos. Durante la necropsia de los
animales pertenecientes al estudio de eficacia clinica, se abrid la cavidad peritoneal
y se procedid a recuperar cuidadosamente las masas quisticas presentes. La eficacia
de los tratamientos fue calculada mediante la media del peso de los quistes y el

estudio ultraestructural al MEB de los mismos.
C) Analisis estadistico.

Los datos obtenidos en el estudio de eficacia clinica sobre el modelo murino, fueron
reportados como la media (+ DE). Para todas las comparaciones estadisticas realizadas, un

valor de P menor a 0,05 (P < 0,05) fue considerado estadisticamente significativo.
2.5.3 Modelo de infeccion con T. cruzi

Los ensayos in vivo realizados para evaluar la eficacia del tratamiento con la DS8 de
BZL en un modelo murino de infeccién aguda de T. cruzi se llevd a cabo en conjunto con

la Dra. Carolina Davies perteneciente al Instituto de Patologia Experimental (IPE).
2.5.3.1 Modelo de infecciéon por T. cruzi y tratamiento en fase aguda

La cepa de T. cruzi empleada para el ensayo del modelo de infeccién in vivo fue Tulahuén
(TeVI). Se eligid esta cepa porque es susceptible a BZL y se ha utilizado previamente en

modelos de ratones (Davies, Cardozo et al. 2010, Davies, Poma et al. 2014).
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Todos los estudios en animales se realizaron de acuerdo a la Guia de los Institutos
Nacionales de la Salud para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales (Council 2010) y
la aprobacién del Comité de Etica de la Universidad Catdlica de Salta. Se eligieron ratones
Swiss porque permiten representar parte de la variabilidad encontrada en las poblaciones
humanas en términos de respuesta a la exposicion a la infeccion por T. cruziy al tratamiento
en areas endémicas. Los animales se criaron y se mantuvieron en las instalaciones para
animales del Instituto de Patologia Experimental en condiciones estandar (21°C, alimentos

y agua ad libitum, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas).

Se utilizd un total de 25 ratones hembras (21 dias de edad, peso promedio de 20 g al
comienzo del experimento). Se aplico un disefio completamente aleatorizado en todo el
experimento, imitando los programas de dosificacion y administracion utilizados en

humanos.

A) Infeccion por T. cruzi. Los 25 ratones se dividieron al azar en cinco grupos (n = 5
animales por grupo) y se inocularon intraperitonealmente (Fig. 2.12) con 300

tripomastigotes/raton.

Figura 2.12. Inoculacidn intraperitoneal.

El tratamiento con las diferentes formulaciones de BZL comenzd cuando cada ratdn
cumplié con los criterios de inclusion, es decir, la presencia de parasitemia detectable en el

dia 10 p-i. Los tratamientos consistieron en 30 dosis que se administraron una vez al dia,
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durante 6 dias a la semana. Cada ratdn recibié su dosis diaria en un volumen de 0,1 ml

administrado por via oral con una canula intraesofagica (Fig. 2.13).

Eutanasia:
Serologia
Parasitemia
Tratamiento
Infeccion Parasitemia
y ® J ®
0 5 30 35 164 dias o-i

Figura 2.13. Disefio experimental de la infeccién aguda de T. cruzi en modelos de ratones swiss.

B) Tratamientos. Se ensayaron tres formulaciones diferentes: la DS8 de BZL, la BZL-

FC utilizada como control y el grupo no tratado (NT) que recibié el vehiculo (0,1 %
poloxamer en agua). Se comprobd que 100 mg/Kg/dia es efectivo para curar las
infecciones por T. cruzi en modelos murinos (Aradjo, Martins-Filho et al. 2000,
Bustamante, Craft et al. 2013, Cevey, Mirkin et al. 2016), pero también se
encontraron reportes de altas tasas de curacion a dosis mas bajas (Bustamante,
Craft et al. 2013, Cevey, Mirkin et al. 2016, Scalise, Arrta et al. 2016, Santos Souza,
Real et al. 2017), el control fue fijado en 50 mg/Kg/dia con el objetivo de recopilar
informacién sobre la eficacia de disminuir la dosis de BZL. La primera dosis de la
DS8 de BZL se fijo en 60 mg/Kg/dia, una dosis que ha demostrado ser efectiva en
la formulacién comercial (Davies, Cardozo et al. 2010). Bustamante y colaboradores
(2013) informaron que la administracion intermitente de BZL fue tan efectiva como
la administracién diaria para curar infecciones experimentales de T. cruzi murinos,
por lo tanto, uno de los grupos experimentales recibié 60 mg/Kg/dia cada 3 dias
(dos veces por semana) (Bustamante, Craft et al. 2013). La ultima dosis se fij¢ a la

cuarta parte de la dosis mas alta (15 mg/Kg/dia), administrada diariamente. La Tabla
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2.4 muestra las dosis y los esquemas de administracion, disefiados teniendo en

cuenta el trabajo previo.

C) Desde el dia 5 hasta el dia 40 p-i, se control6 la parasitemia directa cada 2-4 dias

en los ratones del experimento. La muestra de sangre fresca se examind bajo un

microscopio Optico Zeiss a 400X para contar los tripomastigotes en sangre,

registrando el nimero de parasitos en 100 campos microscopicos.

Tabla 2.4. Esquema de tratamientos.

Duracion del tratamiento
. . (dias)
Tratamientos Dias por semana
Fase aguda
BZL-DS8-15: 15 mg/Kg/dia 6 30
BZL-DS8-60: 60 mg/Kg/dia 6 30
BZL-DS8-60-2x: 60 mg/Kg/dia 2 11
BZL-FC: 50 mg/Kg/dia 6 30
NT (No Tratado): 0.1 % poloxamer en 6 30

agua
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3. Caracterizacién de las dispersiones sdlidas de Albendazol

Teniendo en cuenta lo anteriormente descripto en cuanto a las propiedades
biofarmacéuticas de ABZ, en esta seccion se muestran los resultados obtenidos en la
preparacion y caracterizacion de DS de este farmaco utilizando como portador Poloxamer

407, un copolimero en bloque con propiedades surfactantes.

En forma general, para las DS obtenidas y sus correspondientes MF (controles) se
realizaron diversas determinaciones con el objeto de caracterizar las propiedades
fisicoquimicas y mecanicas de relevancia, como asi también otros ensayos que permiten
avanzar en la caracterizacion biofarmacéutica de los sistemas entre los que se incluyen los
ensayos de disolucion. Ademas se realizaron pruebas in vivo para estudiar la

farmacocinética y distintos modelos animales para describir eficacia.

3.1. Caracterizacion fisico-mecanica

Comprender y controlar el comportamiento reol6gico de una sustancia pulverulenta
puede ayudar a formular principios activos, a disefiar procesos mas eficientes y, asi, a
consegquir la fabricacion de productos de alta calidad, lo que es fundamental en la industria
farmacéutica, donde la mayoria de los principios activos se presentan como solidos

pulverulentos (Lozano, Cérdoba et al. 2012).

En el estudio de preformulacién de una forma farmacéutica sélida es importante
conocer las propiedades de flujo de las mezclas y sus propiedades de compresibilidad y

compactabilidad.

Se determind el angulo de reposo, densidad aparente y empaquetada y el indice de
Carr y de Hausner, tanto para las DS como para las MF, para estudiar como la inclusion del

farmaco en una DS o MF influye en sus propiedades de flujo.
3.1.1 Angulo de reposo

Los valores de angulo de reposo obtenidos para las diferentes DS y las MF se
muestran en la Tabla 3.1. Como norma general se establece que un angulo de reposo bajo
indica menores fuerzas de friccion y mayor fluidez. Para un polvo que fluye libremente, el

angulo de reposo es igual o menor a 30°; los polvos con un angulo de reposo igual o
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inferior a 40° tienen una fluidez satisfactoria; y, cuando el angulo de reposo es mayor que

40°, el polvo no fluye libremente (Felton 2013).

Tabla 3.1. Valores de dngulo de reposo y tipo de flujo para las diferentes dispersiones sélidas y mezclas fisicas

obtenidas
Angulo de Tipo de Angulo de Tipo de flujo
reposo flujo reposo
DS1 27,36° + 0,855 Bueno MF1 31,38° £ 1,059 Aceptable
DS2 32,94° + 0,493  Aceptable MF2 34,71° £ 0,930 Aceptable
DS3 27,25° + 1,058 Bueno MF3 41,05° + 1,379 Malo
DS4 27,42° +£ 0,715 Bueno MF4 49,45° + 0,873 Malo

Cabe mencionar que la reproducibilidad de este método es muy baja por lo que el
angulo de reposo no siempre se considera una representacion perfecta para la fluidez del

polvo. Se necesitan otros parametros para definir el flujo de una muestra (Felton 2013).
3.1.2 Medicion de densidad de polvos

La densidad aparente de un granulado viene determinado, fundamentalmente, por
el tamafo, forma y textura de las particulas, las peliculas que las rodean (gases) y la
presencia de cargas electrostaticas. Con el tiempo, y debido a las vibraciones a que se ve
sometido durante su procesado y transporte, el volumen puede modificarse
significativamente, por ello, debe realizarse una prueba que determine la relacién entre los

volumenes del granulado aireado (densidad aparente) y vibrado (densidad empaquetada),

con objeto de prevenir modificaciones importantes en el volumen (Vila Jato 2001).

Los valores de densidad aparente y densidad empaquetada de las diferentes DS y

MF obtenidas se observa en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Valores de densidad aparente y densidad empaquetada para las diferentes dispersiones sdlidas y
mezclas fisicas obtenidas

Densidad Densidad Densidad Densidad
aparente (g/ml) empaguetada (g/ml) aparente (g/ml) empaquetada (g/ml)
DS1  0,5176 + 0,030 0,6265 + 0,045 MF1 0,4491 £ 0,01 0,5150 £ 0,035
DS2  0,5187 + 0,092 0,5713 £ 0,032 MF2 0,4582 + 0,030 0,5379+0,033
DS3  0,5104 + 0,041 0,5679 + 0,043 MF3 0,3925+ 0,072 0,5791+ 0,042
DS4  0,4850 + 0,060 0,5548 £ 0,023 MF4 0,3342 £ 0,053 0,5569 + 0,053
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3.1.3 indice de Carr

También llamado indice de compresibilidad. Es la relacion entre densidades aparente y
empaquetada. Cuanto mayor sea la diferencia, mayor sera la tendencia del material a

apelmazarse y peor sera el flujo (Lozano, Cérdoba et al. 2012).
3.1.4 indice de Hausner

Es la relacion entre las densidades aparente y empaquetada. Esta relacionada con la
fraccién interparticular y, como tal, puede utilizarse para predecir las propiedades del flujo

de polvos (Vila Jato 2001).

La relacion entre la fluidez del polvo, la compresibilidad y el indice de Hausner se

muestran en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Relacién entre la fluidez del polvo, compresibilidad e indice de Hausner

[ndice de Carr (porcentaje fndice de Tipo de flujo
de compresibilidad) Hausner
5-15 - Excelente
12 -16 <125 Bueno
18 — 21 1,25 Aceptable
23 -35 1,50 Malo
33-38 > 1,50 Muy malo
> 40 - Extremadamente malo

Los valores de indice de Carr e indice de Hausner obtenidos para las diferentes DS

y las MF se muestran en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Valores de indice de Carr e indice de Hausner y tipo de flujo para las diferentes dispersiones solidas y
mezclas fisicas obtenidas

indice indicede Tipo de indice  Indice de Tipo de flujo
de Carr  Hausner flujo de Carr  Hausner

DS 17,38 1,21 Excelente MF1 12,79 1,15 Bueno

DS2 9,20 1,10 Excelente MF2 14,81 117 Bueno

DS3 10,12 1,11 Excelente MF3 35,90 1,47 Malo

DS4 1258 114 Bueno MF4 3998 167 EXtremﬁfSIZme”te
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Segun los resultados de la Tabla 3.1y 3.4 se puede decir que las MF presentan malas
propiedades de flujo en comparacion con las DS. Por otra parte, para determinar las
propiedades de flujo de una formulacion se deben tener en cuenta ademas del angulo de
reposo, el indice de compresibilidad y el indice de Hausner. En este estudio en particular,
se observé que segun el indice de Carr y el indice de Hausner, las DS poseen un flujo de

polvos excelente mientras que las MF presentan un flujo de polvos regular.

Estos resultados son relevantes porque presuponen un aporte adicional de las DS
relacionado a la obtencion de un material pulverulento apropiado para las operaciones de
compresion en relacion y en contraste con sus respectivas MF. Las DS al demostrar mejor
flujo podran ser incorporadas mas facilmente en formas farmacéuticas sélidas sin necesidad

de operaciones adicionales como por ejemplo una granulacién.

3.2 Caracterizacion fisico-quimica

3.2.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Las muestras que se caracterizaron por MEB para determinar la morfologia del farmaco
dentro de la matriz polimérica fueron el ABZ puro, P407, DS3, DS4, MF3 y MF4. En las
imagenes de MEB se puede observar al ABZ como pequefias particulas de forma irregular
y superficie rugosa (Fig. 3.1 a). El P407 se presenta como grandes esferas de superficie lisa
y forma irregular de diferentes tamafios (Fig. 3.1 b). Las Fig. 3.1 c y 3.1 d muestran que las
DS3 y DS4 presentan particulas de superficie rugosa de diferentes tamafios, donde las
particulas esféricas del P407 y las irregulares de ABZ no pueden distinguirse. En las Fig. 3.1
ey 3.1f, correspondientes a las MF3 y MF4, respectivamente, se observa que el ABZ esta

distribuido sobre la superficie del P407 manteniendo su estructura.

Pagina|101



ABL.Caracterizacion y estudios /7 vitra/in viva Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

18ku * A i 18 rmn

Figura 3.1. Microscopia electrénica de barrido de: a) ABZ; b) P407; ¢) DS3; d) DS4; e) MF3 y f) MF4.

3.2.2 Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

El analisis por CDB de ABZ puro, P407, DS4 y MF4 se llevd a cabo para determinar
el comportamiento térmico de las muestras y ademas comprobar la formacién de DS
amorfas, lo que estaria indicado por la atenuacion o desaparicion del pico de fusion del

farmaco en el termograma. En el termograma (Fig. 3.2) se puede observar un pico
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endotérmico a 214,54° C y 53,28°C, correspondientes al punto de fusion de ABZ y P407
respectivamente (Wisher 2012). Al analizar el termograma de la DS4, se observa que el pico
caracteristico del farmaco aparece muy atenuado, probablemente debido a la disminucién
de la cristalinidad del ABZ. En la MF4, el pico correspondiente a la temperatura de fusion
del portador no sufrié un cambio importante, revelando probablemente la existencia de
P407 en estado cristalino. Sin embargo, el termograma de la DS4 muestra el pico
correspondiente al P407 como una amplia endoterma difusa, probablemente debido a que

parte del ABZ se disolvid en la matriz polimérica durante el ensayo.
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Figura 3.2. Termogramas correspondientes a ABZ puro, P407, MF4 y DS4.

3.2.3 Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier (TF-IR)

Los espectros de TF-IR del ABZ puro, P407, MF4 y DS4 (Fig. 3.3) se compararon para
evaluar posibles interacciones entre el farmaco y el polimero o cambios en la frecuencia de

vibracion de los grupos funcionales del farmaco.
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El ABZ posee un grupo uretano N-aril secundario que presenta un pico de intensidad
media a 3322 cm™ atribuido al estiramiento N-H (Socrates 2004). La banda que se produce
debido a la vibracion de estiramiento del grupo carbonilo, denominada banda amida | de
uretanos, se produce en la regién de 1740-1680 cm™ . Por lo tanto, la banda presente en
1711 cm™ se debe a la vibracién de amida | del grupo carbamato (Gunasekaran and Uthra
2008). Los uretanos también exhiben una banda de amida Ill igual que las amidas, pero en
la region de 1260-1220 cm™. La banda presente en 1271 cm™ se debe a la combinacién de
deformacion N-H y movimiento de vibracion de estiramiento C-N. En el espectro TF-IR del
ABZ, las sefiales correspondientes al estiramiento del enlace C=C del anillo aromatico
aparecen a 1630 cm™. El espectro TF-IR correspondiente al P407 muestra las bandas de
absorcion principales a 1343 cm™y 1110 cm™ correspondientes a la variacion de estiramiento
del enlace O-H en el plano y el estiramiento de C-O, respectivamente, coincidiendo con lo
informado para P407 (Garala, Joshi et al. 2013). Todas las sefiales mencionadas
anteriormente permanecieron practicamente inalteradas para la DS4 y la MF4 en la misma
longitud de onda. Las diferencias que se observan en los espectros de la DS4 y la MF4
indicarian que las interacciones entre farmaco y polimero son diferentes. Probablemente
en la DS4 estan presentes interacciones mas fuertes (del tipo puente hidrogeno) que no
estan presentes en la MF4. Estas interacciones no estan presentes en toda la muestra, por
lo tanto, es posible que se generen mas bandas. Por este motivo, se puede concluir que si
bien no se observan diferencias marcadas entre los espectros de la DS4 y la MF4, si es
posible observar diferencias en las intensidades relativas de algunas bandas
correspondientes a la vibracion del enlace N-H, lo que podria indicar que estos grupos

estan comprometidos de manera diferente en la DS4 y en la MF4.
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Figura 3.3. Espectros de FT-IR de ABZ puro, P407, MF4 y DS4

3.2.4 Difraccion de rayos X (D-RX)

Para evaluar el estado cristalino de las muestras, se analizaron por D-RX el ABZ
puro, P407, DS4 y MF4. Como se muestra en la Fig. 3.4, el perfil de difraccion de ABZ
demostré su naturaleza cristalina, mostrando numerosos picos de difracciéon en 6,80°
11,30°; 13,8% 17,9°% 19,5°; 20,8°; 22,1°; 24,43°; 24,6°; 27,2°; 28,4° y 29,9°, coincidiendo con lo
informado por otros autores (Pranzo, Cruickshank et al. 2010, Martinez-Marcos, Lamprou
et al. 2016). En el difractograma de D-RX, los picos caracteristicos de P407 se observaron a
19,2° y 23,2°, de igual manera que los informados en bibliografia (Ei-Badry, Hassan et al.
2013). Tanto para la MF4 como para la DS4, los patrones de RX no mostraron cambios

significativos en las sefiales asignadas al farmaco y al polimero. Sin embargo, se observo
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que algunos de los picos caracteristicos de ABZ estaban reducidos o incluso ausentes en la
DS4, lo que podria sugerir una ligera reduccién en la cristalinidad en comparacién con la
MF4. Esto podria llevar a una mejora en la solubilidad porque las formas amorfas se

solubilizan mas facilmente que las formas cristalinas.
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Figura 3.4. Difractogramas D-RX de ABZ puro, P407, DS4 y MF4.
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3.3 Estudios de solubilidad y saturacién

3.3.1 Estudio de solubilidad de fases

Como se mencioné anteriormente, P407 tiene propiedades surfactantes con una CMC
de 2,8 uM. Por lo tanto, se esperaria un aumento en la solubilidad ABZ el usar este polimero

como portador.

Los resultados indican que la solubilidad del ABZ a temperatura ambiente aumentd
linealmente (de 0,23 a 0,91 mg/ml) junto con las concentraciones del polimero surfactante
en la solucién desde el 0% al 15% (p/v) (Fig. 3.5). Este resultado es similar al reportado por

Torrado y colaboradores (Torrado, Torrado et al. 1996).
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Figura 3.5. Solubilidad del ABZ en HCL 0,1 N con concentraciones crecientes de P407.

3.3.2 Estudio de solubilidad en saturacion

El estudio de solubilidad en saturacion del ABZ en funcién de la proporcién de P407
siguié una curva Unica (desviacion estandar por debajo del 6%), independientemente del
tipo de mezcla binaria (DS o MF). La solubilidad en saturacién demostrd un crecimiento
exponencial cuando la concentracion del polimero aumenté. Cuando la concentracion del
polimero es de 95% p/p se produce un aumento en la solubilidad de ABZ de

aproximadamente 4 veces con respecto a la solubilidad en ausencia del mismo. Sin
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embargo, para proporciones de Poloxamer inferiores al 50% en las mezclas, la solubilidad
en saturacion alcanzé una meseta con un valor dos veces mayor que el correspondiente al

ABZ (0,398 mg/ml).

Los datos se obtuvieron utilizando la Ec. 3.1 con un indice de correlacién de R’=

0,9842 (Fig. 3.6).

SS = 0,821 + 6,43.1078 x exp(0,168 X P%) Ecuacion 3.1

Donde SS es la solubilidad en saturacién de ABZ en mg/ml y P% es el porcentaje de

Poloxamer en la mezcla (% p/p).
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Figura 3.6. Concentracion de saturacion de ABZ en HCL 0,1 N en presencia de proporciones crecientes de P407.
Las barras de error no se pueden distinguir, ya que son mds pequefias que los simbolos utilizados para el
promedio de los datos experimentales.

3.4 Caracterizacion biofarmacéutica

3.4.1 Ensayos de disolucién

El aumento de la velocidad de disolucién de un farmaco puede conducir a una mejora

en su cinética de absorcion, lo que lleva a una mejora en su biodisponibilidad. En este
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contexto, se estudiaron los perfiles de disolucién de las diferentes DS en HCI 0,1 N y se

compararon con las MF, la ABZ-FC y ABZ puro (Fig. 3.7).

100+

v D$1
s DS2
¢ DS3

m DS4

v MF1

. o
e 2

% de ABZ disuelto

o MF4

= ABZ

o ABZ-FC

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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Figura 3.7. Perfiles de disolucién de ABZ en HCL 0,1 N

Los datos experimentales de la cantidad acumulada de ABZ disuelto se correlacionaron
bien con un modelo previamente desarrollado y validado por nuestro grupo de
investigacion. La Tabla 3.5 muestra los valores de los parametros a 'y b y el coeficiente de

correlaciéon correspondiente para las DS, MF, ABZ puro y ABZ-FC.

Teniendo en cuenta que el valor del parametro @ no cambia con el tiempo para una
dada muestra, y que cuando t = 0 el parametro a es igual a la velocidad de disolucion inicial
(VDI), y segun los datos de la Tabla 3.5, se observaron diferencias significativas en la
velocidad de disolucién inicial entre las DS y las muestras de ABZ-FC, ABZ y MF (de 3 a 20
veces). Aunque los valores de la solubilidad en saturacion fueron similares para las mismas
proporciones de P407 para las DSy las MF, la VDI fue notablemente diferente. Si bien todas
las DS presentaron valores superiores al 60% min™, ninguna de las MF alcanzo el 25%

min™". Por otro lado, la VDI de la ABZ-FC fue casi 10 veces mas baja que para las DS.
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Tabla 3.5. Pardmetros del modelo, tiempos de muestreo, tiempo de disolucién del 80% y eficiencia de disolucion
para DS, MF, ABZ puro y ABZ-FC.

Paramet | | timin (%
arametros dbe modelo tmin (%) tsox  ED

5 10 15 30 60  (min) (%)

Muestra
(% min™)  (min™)
DS1 69,155 0,714 0998 756 849 886 925 946 156 883
DS2 80,616 0,839 0997 775 858 890 924 941 1,37 88,5
DS3 60,127 0,615 0997 738 84,1 882 92,7 952 2M 88,1
DS4 71,622 0,774 0977 735 820 852 887 906 169 849
MF1 23,640 0,275 099 49,7 63,0 691 766 810 49,66 709
MF2 20,604 0,246 0992 46,1 594 657 736 782 NA* 679
MF3 6,722 0,077 0,987 24,2 378 46,5 604 711 NA* 542
MF4 3,341 0,050 0978 13,4 223 286 400 500 NA* 359
ABZ 19,640 2,140 0904 84 88 89 90 91 NA* 88
ABZ-FC 6,744 0,059 0983 26,0 423 535 727 845 4031 65,1

NA*: No alcanzado

Aunque la VDI del ABZ puro fue mayor o igual que la de la MF3, MF4 y ABZ-FC, también
se debe tener en cuenta el porcentaje de farmaco disuelto en diferentes momentos (timin).
Cuando la cantidad acumulada de ABZ puro disuelto alcanzé cerca del 9%, la disolucion
casi se detuvo, al menos durante los 60 minutos que durd el ensayo. Ademas de las
diferencias encontradas en la VDI entre las muestras de las DS y las MF mencionadas
previamente, se observaron diferencias significativas en el tzomin (entre 20% y 40%
aproximadamente). Con respecto al tso%, todas las DS presentaron valores inferiores a 2,5
min, lo que significa que el sistema se corresponde con uno de entrega inmediata. Solo la
MF1 alcanzé un 80% de disolucion del farmaco durante el periodo de tiempo evaluado,
mientras que el tsps de la ABZ-FC estuvo justo por debajo del limite de aceptacion. Los
valores correspondientes a la ED fueron mas altos para todas las DS que para las MF, la
ABZ-FC y el ABZ puro, resaltando claramente que estos productos son la mejor opcion

debido a su alta velocidad de disolucion y por el porcentaje de ABZ disuelto.

Para comparar los perfiles de disolucién de las diferentes DS se utilizaron los factores
de diferencia y similitud (f; y f> respectivamente). Como no se observaron diferencias
significativas entre los perfiles de disoluciéon de las DS, todos los datos se ajustaron
mediante una curva Unica, cuyos parametros de modelo a y b fueron 70,4% min™y 0,7 min

|, respectivamente. Para comparar los perfiles de disolucion entre las diferentes DS, fiy f>
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se calcularon utilizando el perfil de curva Unico como referencia. Los valores obtenidos se

detallan en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Valores de fi y f> para las diferentes DS.

f f2
DS1 0,9 95,0
DS2 18 85,9
DS3 16 87,3
DS4 2,7 80,6

Estos resultados sugieren que los perfiles de las diferentes DS fueron similares. Esto

es importante desde un punto de vista practico al desarrollar una formulaciéon, ya que se

podria disefiar un comprimido con una cantidad adecuada de farmaco y un peso final

aceptable.

El valor del parametro TMD es uno de los mas utilizados, y su calculo para las DS

confirmd lo que se encontrd anteriormente a partir del analisis de fi y f>. Los valores de

TMDsgo fueron 6,7; 6,0; 7,3 y 8,2 min para DS1, DS2, DS3 y DS4, respectivamente, y 6,9 min

para la curva Unica. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre ellos, lo que

confirma la similitud en los perfiles de disolucion de las DS.

Finalmente, la velocidad de disolucion intrinseca inicial (VDIl) de ABZ se calculd en

funcién del contenido de ABZ para las DS (Ecuacion 3.2) y las MF (Ecuacion 3.3), y en

comparacion con el ABZ puro (Fig. 3.8).

VDIlys (—£2—) = —0,036 x ABZ% + 40,38

mlmin

VDIlyr (—2—) = 159 x exp(—0,045 X ABZ%)

mlmin

Ecuacion 3.2

Ecuacion 3.3
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Figura 3.8. Velocidad de disolucién intrinseca inicial (VDIl) de ABZ

La VDII fue casi independiente en el rango de concentracion de farmaco entre 5%
a 50% p/p para las DS. La VDIl fue mejor para las DS en comparacién con el ABZ puro. El
mecanismo por el cual se disuelve el farmaco probablemente comience con la formacion
de una capa de difusién rica en polimeros entre la DS y el medio de disolucién. Después
de la difusion en esta fase rica en polimeros, el farmaco alcanza el medio de disolucién ya
sea como moléculas solvatadas o como particulas amorfas a una velocidad controlada por
el portador. Por otro lado, la VDIl para las MF esta fuertemente influenciada por la velocidad
de disolucion del ABZ (disolucion controlada por el farmaco). Los datos fueron ajustados

adecuadamente para una ecuacion exponencial.

Es importante enfatizar que los estudios de solubilidad y disolucion in vitro

representan un vinculo importante entre el disefio de la formulacién y su bioperformance.

3.5 Estudios in vivo

3.5.1 Ensayos farmacocinéticos en ratones
Las curvas de calibracion se realizaron por triplicado y fueron construidas
graficando la relacion entre el Area de ABZSO/Area de estandar interno (El) en funcion de

la concentracion del metabolito (ug/ml). El intervalo de concentraciones utilizado estuvo

entre 0,025 a 20 pg/ml. ABZ y su metabolito fueron identificados en los siguientes tiempos
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de retencion en base a la comparacion con estandares puros de cada molécula: 4,1 min.

(ABZSO), 8,8 min (OXB) y 10,6 min (ABZ).

Las curvas de calibracion fueron construidas mediante analisis de regresion lineal
de cuadrados minimos, lo cual estimd un coeficiente de correlacion (R?) de 0,9960 (ABZ),
0,9977 (ABZSO) y 0,9935 (ABZSO,). Los limites de cuantificacion (QL) fueron 0,01 ug/ml
(ABZ y ABZSO) y 0.03 ug/ml (ABZSO»).

No se observaron interferencias de sustancias endégenas en las determinaciones

cromatograficas.

La curva de concentracion vs. tiempo para ABZSO en el plasma, fue calculada
procesando los datos experimentales mediante un programa de hojas de calculo (Microsoft
Excel v16.0). Los datos de concentracion maxima (Cmax), tiempo maximo (Tmax) y area bajo
la curva (ABCo-24hs) se obtuvieron por integracion de las curvas plasmaticas en un programa

de calculo y estadistica (OriginPro 9.1 64-bit).

Previo al analisis y cuantificacion de ABZ en plasma hay que considerar que este
farmaco no va a ser detectado debido a que sufre una importante metabolizacion hepatica,
por lo tanto es de esperarse que, en plasma solo se encuentren los correspondientes
metabolitos: ABZSO y ABZSO.. Si bien el método cromatografico utilizado en esta tesis
permite cuantificar ambos metabolitos de ABZ, se informan solo los datos del metabolito

activo para facilitar la interpretacion de los resultados.

La Fig. 3.9 representa los perfiles de concentracion plasmatica en funcion del tiempo
de ABZSO luego de la administracion de una Unica dosis de ABZ y de DS4. Se puede
observar que el nivel plasmatico maximo de ABZSO para la formulacidon control (ABZ
fraccion 420-210 um) fue a las 2 horas con una concentracion maxima de 3,17 ug/ml,
mientras que para la DS4 fue de 2,33 ug/ml en la primer hora del ensayo. No se observan

diferencias significativas entre el grupo control y el de la DS4 ensayada.
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Figura 3.9. Perfil farmacocinético de Albendazol sulféxido (ABZSO)

Estos resultados obtenidos van en linea con lo que se observd previamente en
nuestro grupo de investigacion donde se prepararon DS del mismo farmaco pero utilizando
Poloxamer 188 como polimero portador. En estas DS se observaron mejoras en la velocidad
de disolucién in vitro (Castro, Bruni et al. 2010) pero no impacté marcadamente la
farmacocinética en ratones (Castro, Sanchez Bruni et al. 2013). Sin embargo, si se
observaron diferencias significativas importantes en la farmacocinética en caninos (Castro,
Dib et al. 2013). Esto puede atribuirse a que el tracto Gl de los caninos permite determinar

perfiles farmacocinéticos de manera mas eficiente que en los modelos murinos.
3.5.2 Modelo de hidatidosis

Para evaluar la eficacia de los tratamientos se toman como referencia dos
parametros: peso de quistes recuperados y ultraestructura al MEB. El comportamiento y la
apariencia de los animales fueron normales durante todo el periodo del experimento. No

se evidenciaron diferencias significativas entre el peso de los quistes recuperados de los
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ratones de ambos grupos control (control agua 4,19 + 2,4 g; control P407 3,77 + 2,6 g).
Todos los tratamientos generaron una disminucion en el peso medio de los quistes
desarrollados en los animales. Si bien no hubo diferencias estadisticas entre los 3
tratamientos (ABZ, MF y DS), sélo los ratones tratados con la DS de ABZ evidenciaron una
disminucion estadisticamente significativa (P < 0,05) del peso de los quistes (0,57 + 0,6 g)

en comparacion con los grupos control (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Estudio de eficacia clinica. Peso medio (g + DE) de quistes recuperados (10 semanas post infeccion) de
ratones infectados con E. multilocularis de los grupos control agua, control P407, ABZ-CMC, MF4 y DS4. En
todos los casos la dosis de ABZ utilizada fue de 25 mg/kg y el tratamiento se realizé durante 30 dias cada 24

horas. .
Grupos Peso (g) de los quistes
Media + DE
Control agua 419+ 24
Control P407 377+2,6
ABZ-CMC 0,95+0,7
MF4 0,61+0,3
ABZ:P407 (DS4) 0,57 +£0,6*

*Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo ABZ:P407 y ambos grupos control (P

< 0,05).

Al analizar la ultraestructura de la capa germinativa de los quistes recuperados de
los ratones pertenecientes a los grupos del estudio de eficacia clinica, los quistes control
mostraron la ultraestructura caracteristica de los metacestodes de E. multilocularis (Fig. 3.10
a). Por el contrario, los quistes de todos los grupos tratados evidenciaron algunas areas de
la capa germinativa con disminucién del nimero de células (Figs. 3.10 b, 3.10 c y 3.10 d),
siendo la extension del dafio mayor en los metacestodes recuperados de los ratones
tratados con la DS4. En este Ultimo caso, las alteraciones ultraestructurales fueron muy
evidentes, las zonas sin células de la capa germinativa de los quistes recuperados de los

ratones tratados con la DS4 son muy extensas, como se observa en la Fig. 3.10 d.
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X4BE  SBmm ABZ:P407

Figura 3.10. Microscopia electrénica de barrido de quistes de E. multilocularis obtenidos de ratones tratados con
ABZ-CMC, MF4 y ABZ:P407 durante el estudio de eficacia clinica. a) Grupo control, observar la capa germinativa
compuesta por diferentes tipos celulares. b) Capa germinativa de quiste recuperado de ratones luego del
tratamiento con la suspension de ABZ-CMC. ¢) Quiste perteneciente al grupo de MF4. d) Metacestode
recuperado de animales del grupo ABZ:P407. Observar las extensas dreas de la capa germinativa con pérdida
de células.

3.6 Conclusiones parciales

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la caracterizacion fisico-quimica de
las muestras ensayadas no se observan diferencias significativas entre la MF4 y la DS4, sin
embargo, se observé una notable diferencia en los ensayos de disolucion y en el estudio
de eficacia clinica. En este marco, los resultados obtenidos revelaron que el uso de P407
como portador en las DS de ABZ mejord notablemente su solubilidad y velocidad de
disolucion en comparacion con el ABZ puro y la ABZ-FC. El polimero mantuvo un nivel
deseable de un estado de sobresaturacion en el medio de disolucién al evitar la
cristalizacion mediada por solvente durante el periodo de tiempo necesario para el proceso

de absorcion. Sin embargo, las DS mostraron un mejor comportamiento que las MF con la

Pagina| 116



ABL.Caracterizacion y estudios /7 vitra/in viva Tesis Doctoral - Analia Simonazzi

misma proporcion de P407, observados en su mayor velocidad de disolucion inicial y

valores de tiempo de muestreo y menores tiempos de disolucion.

Los resultados de la farmacocinética llevados a cabo en ratones no fueron
concluyentes debido a que el modelo murino para este tipo de sistemas no es adecuado.
El ratén posee un tracto GI muy pequefio y no tiene condiciones hidrodindmicas para
marcar diferencias entre DS y MF sin embargo en modelos de infeccién los resultados

suelen ser marcados.

En el estudio de eficacia clinica, aunque todos los tratamientos produjeron una
disminucion del desarrollo de quistes, el ABZ formulado como DS presentd diferencias
estadisticamente significativas con los grupos control, demostrando una eficacia del 86 %.
Al analizar la ultraestructura de los quistes, todos los tratamientos generaron alteraciones
en las células de la capa germinativa. Sin embargo, la extension del dafio producida por la

DS fue mayor en comparacién a los otros grupos tratados.

Estos enfoques hacen que las DS sean una estrategia alternativa muy prometedora
porque la mejora de estas propiedades podria resultar en una tasa de absorcién mas rapida
y, por lo tanto, en una mayor biodisponibilidad de compuestos poco solubles en agua
como ABZ. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para avanzar en el desarrollo
de estas formulaciones considerando la inestabilidad termodinamica inherente asociada a
las DS, lo que podria conducir a la relajacion, la nucleacion y la cristalizacion durante el
almacenamiento. Sin lugar a dudas, comprender los limites de las DS y considerarlos al
desarrollar los sistemas de administracion de farmacos sera una decision clave para la

aplicacion exitosa de estos materiales.
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4. Caracterizacién de las dispersiones sélidas de Benznidazol

Tomando en consideracion lo anteriormente expuesto sobre las propiedades
biofarmacéuticas del BZL, a continuacién se muestran los resultados obtenidos en la

preparacion y caracterizacion de las DS de BZL utilizando como portador Poloxamer 407.

En forma general, para las DS obtenidas y sus correspondientes MF (controles) se
realizaron diversas determinaciones con el objeto de caracterizar las propiedades
fisicoquimicas de relevancia, como asi también otros ensayos que permiten avanzar en la
caracterizacion biofarmacéutica de los sistemas entre los que se incluyen los ensayos de
disolucién. Ademas se realizaron pruebas in vitro para determinar la Clso, es decir, medir la
potencia de las DS para inhibir una funcién biolégica o bioquimica especifica en el parasito,

y ensayos in vivo para estudiar los modelos de infeccién.

4.1 Caracterizacion fisico-quimica

411  Microscopia electronica de barrido (MEB)

Esta técnica se utilizo para determinar la morfologia de BZL-p, BZL-e, P407, DS8,
MF8 y BZL-FC. Tanto BZL-p como BZL-e se observan como cristales irregulares en forma
de agujas de diferentes tamafios (Fig. 4.1a y 4.1b). P407 se presenta como esferas de
superficie lisa y forma irregular de diferentes tamafios (Fig. 4.1c). La Fig. 4.1d muestra que
la DS8 esta compuesta por particulas de diferentes tamafios con superficie irregular, en las
que los componentes, P407 y BZL, no pudieron distinguirse morfolégicamente. Este
resultado podria indicar la formacidon de una nueva estructura en la DS debido a la
miscibilidad del farmaco en el polimero. Por el contrario, en la MF8, el BZL se distribuye en
la superficie del P407, y se observa que cada compuesto mantiene su propia estructura (Fig.
4.1e). La Fig. 4.1f corresponde al analisis microscopico de la BZL-FC y muestra que los
cristales de BZL estaban en baja proporcion, ya que representan alrededor del 20% p/p de
la formulacion comercial. Esto podria deberse a que el BZL fue adsorbido en los excipientes

de la formulacion durante el proceso de manufactura.
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Figura 4.1. Microscopia electrénica de barrido de: a) BZL-p, b) BZL-e, ¢) P407, d) DS8, e) MF8 y ) FC-BZL.

41.2 Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

Para determinar el comportamiento térmico, se obtuvieron termogramas para el
BZL-e, P407, DS8 y MF8 por CDB (Fig. 4.2). Tanto el BZL-e y P407 presentaron un pico
endotérmico a 191,8°C (126 J/g) y a 53,31°C (127 J/q), respectivamente, correspondientes a
sus puntos de fusion (Lima, Soares-Sobrinho et al. 2011, Leonardi, Bombardiere et al. 2013,
Palmeiro-Roldan, Fonseca-Berzal et al. 2014). También se pudo detectar que el pico
endotérmico correspondiente al BZL se atenud en la MF8 (60 J/g), mientras que casi
desaparecio en la DS8, probablemente porque el BZL se disolvid en el portador fundido a
lo largo del ensayo. El pico correspondiente a la temperatura de fusion del P407 no
experimentd un cambio importante ni en la MF8 (45 J/g) ni en la DS8 (77 J/g), revelando
un estado ordenado en ambas preparaciones. Sin embargo, el pico de P407 se desplazd
ligeramente tanto en la DS8 como en la MF8, lo que indicaria la formacion de una mezcla
eutéctica entre los 2 componentes (farmaco y polimero) durante el ensayo. La ausencia de
un pico de fusion correspondiente al farmaco en el termograma de la DS8 se puede deber
a la formacién de una mezcla monofasica debido a la total solubilidad del BZL durante el
ensayo, impidiendo la visualizacién de un pico endotérmico. En el caso de la MF8, el punto
de fusién del farmaco se redujo debido a una solubilizacién parcial del BZL. Estos resultados

coinciden con lo observado por Lima y colaboradores (Lima, Soares-Sobrinho et al. 2011).
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Figura 4.2. Termogramas correspondientes a BZL-e, P407, MF8 y DS8.

4.1.3 Difraccion de rayos X (D-RX)

Las muestras de BZL-e, P407, DS8 y MF8 se analizaron mediante D-RX para
determinar el estado cristalino del farmaco en los materiales. Como se muestra en la Fig.
4.3, el perfil de difraccion de BZL-e se observa su naturaleza cristalina, mostrando picos de
difraccion a 7,41°10,9°; 16,9°; 22°; 23,7° y 25,4°, en concordancia con lo informado para el
BZL por otros autores (Lima, Soares-Sobrinho et al. 2011, Soares-Sobrinho, Santos et al.
2012). En bibliografia se reportan 2 picos caracteristicos para el P407 a 19.2° y 24.0° (Ei-
Badry, Hassan et al. 2013) que en la Fig. 4.3 se observan a 19.2° y 23.2°. Los espectros de la
MF8 y la DS8 mostraron que algunos picos de BZL se atenuaron, lo que indica una pérdida
parcial del estado cristalino de BZL en la DS8, probablemente debido a la solubilizacion de
parte del farmaco en la matriz del polimero, segun lo informado por otros autores (Lima,
Soares-Sobrinho et al. 2011, Soares-Sobrinho, Santos et al. 2012). Esta atenuacion en los
picos del BZL puede contribuir a la mejora de la solubilidad ya que las formas amorfas son

mas facilmente solubles que las formas cristalinas (Lima, Soares-Sobrinho et al. 2011).
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Figura 4.3. Difractogramas de Rayos X para BZL-e, P407, MF8 y DS8.

4.2 Estudios de solubilidad y saturacién

421 Estudio de solubilidad de fases

Se estudio el efecto del P407 sobre la solubilidad del BZL-e mediante ensayos de
disolucién en HClI 0,1 N (pH = 12) a 25°C y 37°C (Fig. 4.4). Se seleccionaron dos
temperaturas debido a que el BZL al ser especifico para una enfermedad desatendida, no
hay disponible en bibliografia suficientes datos. Se observa que la solubilidad de BZL
aumenta linealmente conforme aumenta la concentracion del polimero. Para ambas
temperaturas ensayadas, se observa un aumento de casi 2 veces cuando el contenido de
P407 fue del 20% p/p en comparacion con el 5% p/p. Este comportamiento era esperado

ya que las concentraciones de P407 en este ensayo estaban por encima de su CMC,
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reportada a 2,8x10° M (Kabanov, Batrakova et al. 2002). A medida que la concentracion de
P407 aumenta llegando a la CMC, las cadenas del polimero se asocian para formar micelas
con un nucleo hidréfobo que incorpora moléculas insolubles en agua, como BZL,
promoviendo su solubilidad. El aumento de la solubilidad del BZL también podria explicarse
por la disminucion de la tensién interfacial entre el farmaco y el medio de disolucion

provocado por el P407 (SHARMA, JAIN et al. 2013).

Al extrapolar las lineas a 0% p/p de P407, los valores de solubilidad de BZL se
estimaron en 0,266 + 0,013 mg/ml a 25°C y 0,486 + 0,027 mg/ml a 37°C. Estos valores
coinciden con los obtenidos experimentalmente para BZL en HCI 0,1 N (0,248 mg/ml y 0,410
mg/ml, a 25°C y 37°C, respectivamente). Con estos resultados se puede concluir que la

solubilidad del BZL esta fuertemente influenciada por la temperatura.
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Figura 4.4. Influencia del contenido de P407 en la solubilidad de BZL en HCL O,TN.

4.2.2 Estudio de solubilidad en saturacion

La solubilidad en saturacién del BZL también aumentd significativamente con la
temperatura, tanto para la DS8 como para la MF8, siendo de 0,260 + 0,001y 0,274 + 0,010
mg/ml a 25°C; y 0,420 + 0,012 y 0,428 + 0,007 mg/ml a 37°C, respectivamente.
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4.3 Caracterizacion biofarmacéutica

La biodisponibilidad a menudo esta directamente relacionada con la extension y el
mantenimiento del estado de sobresaturacidon generado por una DS (Newman, Knipp et al.
2012), por lo tanto, el rendimiento de la disolucion se puede usar para predecir el
comportamiento in vivo. Es por este motivo que las pruebas de disolucion en todas las
etapas de desarrollo, desde los estudios de seleccion hasta la evaluaciéon de la forma de
dosificacion final, pueden proporcionar informacién sobre cémo la formulacién y los

parametros del proceso pueden afectar el rendimiento in vivo.

La Fig. 4.5 muestra los resultados de los estudios de disolucion in vitro para la BZL-
FC, BZL-e y sus mezclas binarias (DS8 y MF8) en HCI 0,1 N. Los datos experimentales se
ajustaron utilizando nuestro modelo de perfil de disolucién de farmacos, deducido por un

analisis tedrico que considera una expresion cinética de sequndo orden para el proceso.
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Figura 4.5. Perfiles de disolucién de BZL en HCL 0,1 N

La Tabla 4.1 muestra los valores de los parametros del modelo, el coeficiente de

correlacion (R?) y la desviacién estandar (s) para cada caso.
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Tabla 4.1. Pardmetros del modelo cinético

Parametros del modelo

VDE|
Muestra .
a@%min? b (min?) R? s (%) (ug/ml.min)
DS8 1702272 185281 0,9991 0,95 195,6804
MF8 66,0302 0,80385 0,9964 163 731025
BZL-e 0,4225 0,00764 0,0983 0,27 0,4694
BZL-FC 37,2440 0,46137 0,0983 108 48,6703

Los valores del coeficiente de correlacién (de 0,9964 a 0,9991) y las desviaciones
estandar (de 0,27 a 1,63) sugirieron un buen ajuste de los datos experimentales y

respaldaron la precision del modelo.

Por otro lado, y teniendo en cuenta que el valor del parametro a no cambia con el
tiempo para una dada muestra, y que cuando t = 0 el parametro a es igual a la velocidad
de disolucién inicial (VDI), y segun los datos de la Tabla 4.1, se pudo observar que la
velocidad de disolucion inicial de la DS8 es cerca de 3, 4 y aproximadamente 400 veces
mas rapida que la MF8, BZL-CF y BZL-e, respectivamente. Esto es importante ya que aunque
el polimero aumenta la solubilidad del BZL tanto en la DS8 como en la MF8, la mejora en
la velocidad de disolucion inicial de las DS también desempefiaria un papel fundamental
en la biodisponibilidad del farmaco, teniendo en cuenta que se desea una administracion
oral. De manera similar, a partir de los valores del parametro a, y considerando que el
volumen del ensayo es de 900 mly que 100 mg corresponden a 100% p/p de BZL, se puede
calcular un parametro absoluto llamado velocidad de disolucion especifica inicial (VDEI) (ug
/ml.min) (Tabla 4.1). Este parametro es la VDI por unidad de volumen del medio de
disolucién. Este valor muestra el mismo comportamiento que la velocidad de disolucién
inicial entre las diferentes preparaciones evaluadas. Estos resultados permiten concluir que
el P407 utilizado como portador para la preparacion de las DS produce un aumento
significativo en la velocidad de liberacion inicial del BZL en comparacién con las otras

preparaciones.

Otros parametros como el tiempo de muestreo (tmin), ED y el tiempo de disolucion
(txw), se utilizaron para evaluar el comportamiento de las diferentes preparaciones. Cabe

destacar que la ED considera los efectos de la cantidad de farmaco disuelto, asi como la
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velocidad de disolucion en el proceso de disolucion. Ademas, dado que la ED esta
relacionada matematicamente con la integral del perfil de disolucion del farmaco, el efecto
del error experimental y las desviaciones de correlacion se minimizan. Por estas razones,

ED podria ser el mejor parametro para comparar diferentes formulaciones de farmacos.

La Tabla 4.2 muestra el timin @ 5, 10, 15y 30 min; ED a los 30 min y tgo%. En todos los
tiempos de muestreo, la DS8 mostrd un mayor porcentaje de BZL disuelto en comparacion
con las otras preparaciones. El tiempo necesario para una disolucion del 80% de BZL para
la DS8 fue casi 13 veces menor que el de la MF8 y aproximadamente 66 veces menor que
el necesario para la BZL-FC. Las farmacopeas utilizan este parametro para establecer un
limite de aceptacion en los ensayos de disolucion (Costa and Lobo 2001), por ejemplo, un
tasmin = 80%, que es lo mismo que un tses < 45 min, indica que la liberacién es inmediata.
Se observo que este limite de aceptacion solo es alcanzado completamente por la DS8.
Aunque el tgo% de la MF8 es casi aceptable, el valor de BZL-FC esta lejos del deseado y no

se alcanzé matematicamente para BZL-e.

Tabla 4.2. Parametros para el método de andlisis estadistico independiente

Muestra Tiempo de muestreo ED3o tso% TMDeés% TMD759
ts tio tis t30 (%) (min) (min) (min)
DS8 81,6 89,1 90,2 90,3 85,2 3,6 0,40 0,58
MF8 65,9 76,2 75,9 79,9 71,2 46,4 1,22 2,08
BZL-e 2,3 3,6 55 10,7 55 NA* NA* NA*
BZL-FC 547 66,2 6990 745 65,0 238,7 2,24 4,01

NA*: No alcanzado

Entre los diferentes métodos disponibles para comparar los perfiles de liberacion
de farmacos (Costa and Lobo 2001), se eligieron los métodos estadisticos independientes
del modelo, los que incluyen tests que relacionan los parametros obtenidos a partir del
ensayo de disolucion con los de una formulaciéon de referencia. Una de las pruebas mas
utilizadas es el TMD. Para comparar el perfil de disolucién de DS8 con los de MF8 y BZL-
FC, se calcularon TMDes% y TMDy7s% y se presentan en la Tabla 4.2. En ambos casos, DS8

presentd el TMD mas bajo, seguido de la MF8 y la BZL-FC, mientras que BZL-e se mantuvo
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fuera del analisis debido a su baja solubilidad en agua. Se desea un TMD bajo cuando se

disefia una nueva formulacion para su liberacion inmediata mediante administracion oral.

Siguiendo el méetodo de analisis independiente y considerando la relacién entre
todos los parametros determinados a partir de los perfiles de disolucién, la DS8 se destaco
como una alternativa prometedora para una rapida disolucion de BZL en el fluido gastrico.
Se observaron diferencias significativas (nivel de confianza del 95%) en cada parametro
estimado para las diferentes formulaciones de BZL. Estos resultados mostraron que la DS8
tuvo el mejor rendimiento segun el tiempo de muestreo, la DE, el tiempo de disoluciéon y

el TMD.

4.4 Pruebas in vitro: ensayos de bioactividad

Dado que la DS8 mostré el mejor desempefio en las determinaciones in vitro, se
realizo el ensayo de bioactividad para tener una indicacion de su comportamiento en los
parasitos de T. cruzi. Los valores de Clsp se determinaron para DS8 y BZL-e, en los diferentes

linajes de T. cruzi, y se observan en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Valores de Clsg para los diferentes linajes de T. cruzi

Linaje BZL-e en DMSO DS8 en agua
Tcl 54 + 0,9 uM 10,2 £ 19 uM
TeV 83 £ 3,5uM 253 + 11,3 uM
Tevi 26,1+ 0,9 uM 33,1+ 3,8 uM

Debido a que la DS8 no se prepard en condiciones estériles, se detectd una
concentracion baja de bacterias en la formulacién, que fue disminuyendo en paralelo a las
diluciones sucesivas. Las bacterias, al tener mitocondrias activas pueden metabolizar el
MTT, causando un incremento en la absorbancia y afectando el ensayo colorimétrico. Por
esta razdn no fue posible determinar con exactitud la capacidad tripanomicida de la DS8,
siendo necesario modificar el proceso de obtencidn de la misma y evitar la contaminacién
bacteriana. Cabe mencionar que para las pruebas in vitro generalmente se emplea DMSO
para disolver compuestos con baja solubilidad en agua, como el BZL. Para el ensayo con la

DS8, se evité el uso del DMSO porque la formulacion se resuspendié facilmente en el medio
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de cultivo, lo cual representa una ventaja de la nueva formulacién. Sin embargo, el ANOVA,
mostré diferencias estadisticamente significativas entre los valores de Clso de DS8 vs. BZL-

e en DMSQ, justificadas por la mayor absorbancia de las bacterias presentes en DS8.

La susceptibilidad de los diferentes linajes a BZL se determin por ANOVA empleando
los resultados de BZL-e en DMSO. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los linajes Tcl y TcV vs. TcVI (p = 0,001). Estos resultados indicaron que
Tcl y TcV tuvieron una mayor susceptibilidad hacia BZL en comparacion con TcVI. En este
sentido, fue un hallazgo importante establecer que el linaje TcV, de mayor prevalencia en

el NOA, es susceptible a BZL.

La Fig. 4.6 muestra la curva de supervivencia para cada formulacion utilizando los
datos obtenidos de todos los ensayos. Las diferencias encontradas en los valores de Clsp y
las curvas de supervivencia no fueron estadisticamente significativas. Estos resultados

indican que el uso de P407 como portador no alter¢ la actividad tripanocida de BZL.
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Figura 4.6. Curvas de supervivencia de epimastigotes de diferentes linajes de T. cruzi tratados con BZL-e (linea
continua) y DS8 (linea de puntos) para 48 hs (n = 3 determinaciones). Los valores fueron referidos cémo % de
pardsitos control (no tratados).

4.5 Modelos de infeccion con T. cruzi

La Fig. 4.7 muestra las curvas de parasitemia de ratones sometidos a un breve

programa de tratamiento durante la fase aguda de la infeccion por T. cruzi. La cantidad de
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paréasitos que circulan en la sangre periférica alcanzé el valor maximo a los 14 dias p-i en
ratones no tratados. Después del pico, se detecté una disminucion gradual de la
parasitemia en la sangre a medida que los animales superaban la fase aguda. Los ratones
sometidos al tratamiento con BZL-DS8-15 mostraron un aumento de la parasitemia similar
al observado en el grupo no tratado, pero el aumento de la parasitemia general fue menos
pronunciado. Entre los otros esquemas de tratamiento, BZL-FC fue el mas eficaz para
prevenir el aumento de la carga parasitaria, asi como para reducir los niveles de parasitemia
después de la infeccion. Los tratamientos con BZL-DS8-60 y BZL-DS8-60-2x fueron igual
de efectivos que los tratamientos con BZL-FC, ya que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de parasitemia y en el pico de maxima
parasitemia entre BZL-DS8-60, BZL-DS8-60-2x y BZL-FC en los ratones tratados. Sobre la
base de las diferencias estadisticamente significativas en la carga parasitaria en el dia 14 p-
i (ANOVA de una via, p = 0.05), se observaron dos grupos. El grupo con parasitemia alta
incluyé ratones infectados pertenecientes al grupo no tratado y aquellos tratados con BZL-
DS8-15. El otro grupo con parasitemia baja incluyd ratones tratados con BZL-FC, BZL-DS8-
60 y BZL-DS8-60-2x. En conjunto, estos resultados sugieren que BZL-DS8 a una dosis de
15 mg/kg no fue lo suficientemente eficaz, mientras que BZL-DS8 a 60 mg/ Kg/dia todos
los dias o dos veces a la semana fue tan eficaz como BZL-FC para controlar la parasitemia

aguda en ratones.
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Figura 4.7. Parasitemia en sangre de ratones tratados durante 30 dias con BZL-FC, y la DS8 en tres esquemas diferentes (BZL-
DS8-15, BZL-DS8-60 y BZL-DS8-60-2x), y sin tratar (NT) durante la fase aguda de la infeccién por T. cruzi

4.6 Conclusiones parciales

Las DS de BZL con P407 como portador puede ser una plataforma efectiva para la
liberacién inmediata por administracion oral, ya que permite una mayor solubilidad en agua
y una velocidad de disolucién mas rapida. Esto podria resultar en una mejor absorcién y
mayor biodisponibilidad, mejorando asi el comportamiento biofarmacéutico de BZL.
Ademas, la DS8 mantuvo la efectividad de BZL en relacidon con su actividad tripanocida.
Aunque las DS son de particular interés debido que mejoran la BD oral de farmacos poco
solubles, estos son sistemas desafiantes considerando su inestabilidad termodinamica
inherente debido a su estado de alta energia en comparacién con sus contrapartes

cristalinas.

También es posible concluir que en un modelo de infeccion aguda en ratones
hembras Swiss infectadas con la cepa Tulahuén de T. cruzi tratada durante 30 dias mostré
que el BZL a 50 o 60 mg/Kg/ dia en formulaciones comerciales o en DS era igual de efectivo

para reducir la parasitemia.
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Una nueva formulacion liquida de BZL seria util ya que permitird una mejor
dosificacion, facilitando la frecuencia de administracion y, por lo tanto, mejorando la
adherencia al tratamiento. Estas ventajas beneficiarian a los pacientes chagasicos, en

particular a la poblacion pediatrica.
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Conclusiones generales

En el presente trabajo de Tesis doctoral se disefiaron y obtuvieron DS de albendazol
y de benznidazol utilizando como portador el poloxamer 407, un polimero sintético con

propiedades surfactantes.

Los resultados obtenidos revelaron que el uso del P407 como portador polimérico
de las DS de albendazol mejord notablemente su solubilidad y velocidad de disolucién en
comparacion con el albendazol puro y la formulacion comercial. Ademas, todas las DS
obtenidas mostraron mayor velocidad de disolucion inicial (de 3 a 20 veces) que las
formulaciones convencionales. Por otra parte, todas las DS pueden ser consideradas

sistemas de liberacién inmediata.

Los resultados de la farmacocinética del Albendazol llevados a cabo en modelos
murinos no fueron concluyentes. Esto podria deberse a que el modelo no seria el adecuado
para este tipo de dispersiones solidas de Poloxamer. Una posible explicacion seria debido
a que el tracto gastrointestinal del raton no presenta condiciones hidrodinamicas para
marcar diferencias entre los sistemas estudiados. Sin embargo, en modelos de infeccion los
resultados suelen ser marcados por lo que seria necesario explorar otras alternativas para

obtener resultados confiables.

En el modelo de hidatidosis, si bien todos los tratamientos produjeron una
disminucion del desarrollo de quistes, la DS de albendazol presenté diferencias
estadisticamente significativas mostrando una eficacia del 86%. Al analizar la ultraestructura
de los quistes, la extension del dafio producida por la DS fue mayor en comparacion a los

otros grupos tratados.

Con respecto a la evaluacion de las DS de benznidazol basadas en poloxamer 407, se
observé una marcada mejorar en la solubilidad del farmaco y, por consiguiente, un notable
aumento en la velocidad de disolucién. Ademas, la DS obtenida mantiene la actividad

tripanocida del farmaco.

El nuevo modelo matemético Lumped, desarrollado para procesos de liberacién de
farmacos y derivado de una expresion cinética de segundo orden, es simple; solo tiene dos
parametros y puede describir todo el perfil de liberacion del farmaco, incluso parat =0, a

diferencia de la clasica expresion de ley de potencia, ajustando con un excelente indice de
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correlacion los resultados experimentales. Por otra parte, el modelo Lumped permite
determinar parametros de relevancia farmacéutica fundamentales para realizar estudios

comparativos entre formulaciones farmacéuticas.

En un modelo de infeccién aguda en ratones infectados con T. cruzi tratados durante
30 dias, se demostrd que el benznidazol administrado como dispersiéon sélida o en una

formulacion comercial era igual de efectivo para reducir la parasitemia.

La enfermedad de Chagas es una enfermedad desatendida y actualmente representa
uno de los mayores desafios terapéuticos en la medicina tropical. En este contexto, la
mejora de las propiedades biofarmacéuticas del benznidazol conducira a un mejor manejo

clinico para los pacientes.

Estos enfoques hacen que las dispersiones sélidas sean una estrategia alternativa muy
prometedora porque ya que se observa una mejora de la velocidad de disolucion de los
farmacos estudiados. Sin embargo, a pesar de las muchas ventajas de las DS, el desarrollo
de una forma farmacéutica con las DS sigue siendo un desafio debido a la tendencia
intrinseca que poseen de volver espontaneamente a un estado cristalino mas estable
debido a las fuerzas motrices tanto termodinamicas como cinéticas. Es por este motivo que
se requieren estudios adicionales para poder continuar con el desarrollo de estas
formulaciones considerando otros factores inherentes a su estabilidad y otros aspectos
farmacéuticos. Sin lugar a dudas, comprender los limites de las DS y considerarlos al
desarrollar los sistemas de administracion de farmacos sera una decision clave para la

aplicacion exitosa de estos materiales.
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