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RESUMEN

El objetivo general de la presente tesis doctoral se enfocé en el desarrollo de estrategias
que permitieran optimizar propiedades biofarmacéuticas desfavorables (solubilidad,
disolucién, permeabilidad, estabilidad) de ingredientes farmacéuticos activos (IFAS)
ampliamente utilizados en terapia humana, como sulfametoxazol y furosemida. Para cumplir
con este propésito, se utilizaron en el estudio diferentes aminoacidos y etanolaminas, asi
como también oligosacaridos derivados de glucosa, como p-ciclodextrina (B-CD) y
maltodextrina (MD).

Teniendo en cuenta que sulfametoxazol (SMZ) es un antimicrobiano que presenta
problemas de solubilidad en medio acuoso y consecuentemente baja disolucion en los fluidos
gastrointestinales, y que furosemida (FUR) es un diurético que exhibe baja solubilidad en
medio acuoso, baja permeabilidad intestinal e inestabilidad fotoquimica, se disefiaron y
desarrollaron estudios en solucion y en estado sélido. En solucién se estudi6 el efecto de
varios ligandos, a distintas concentraciones, sobre la solubilidad de los IFAs en diferentes
medios acuosos. A partir de la obtencién de sistemas solubles con arginina (un aminoacido

béasico) se logré incrementar la solubilidad en agua 10 veces para SMZ y 112 veces para FUR.

Con el fin de determinar la formacién en estado sélido de los sistemas obtenidos en
solucién, se prepararon por diferentes métodos (como molienda asistida por solvente,
liofilizacion, evaporacion lenta y mezcla fisica) muestras binarias y ternarias. Los
componentes puros y los sélidos obtenidos se caracterizaron utilizando diversas técnicas
como espectroscopia infrarroja y Raman, resonancia magnética nuclear de estado solido,
microscopia electrénica de barrido, analisis térmico (calorimetria diferencial de barrido y
termogravimetria) y difraccion de rayos X de polvo con el objeto de confirmar la obtencién de
un nuevo sistema supramolecular a partir de la combinacion de SMZ o FUR con los ligandos.
Luego de una exhaustiva caracterizacion se confirmé la formacion de sales farmacéuticas
binarias de SMZ con dos ligandos: histidina y arginina. En el caso de FUR se evidencio la
formacion de sales farmacéuticas binarias con trietanolamina o arginina y de sistemas

ternarios combinando FUR con trietanolamina o arginina y con un oligosacarido (3-CD o MD).

Adicionalmente se evaluaron propiedades como disolucion, permeabilidad y estabilidad
(dependiendo de los problemas evidenciados por cada IFA en particular) con el propoésito de
analizar si la formacion de los sistemas supramoleculares sélidos produce un efecto positivo
sobre las propiedades biofarmacéuticas de los farmacos. En el caso de SMZ se observé que
las sales farmacéuticas obtenidas con los aminoacidos logran duplicar la cantidad de IFA

disuelto en fluido gastrico simulado. Los sistemas de FUR no evidenciaron cambios en la

3



permeabilidad por difusion pasiva respecto a la permeabilidad del IFA libre, sin embargo, la
disolucién y la fotoestabilidad de FUR se ven favorecidas en varios sistemas tanto binarios
como ternarios, siendo el mejor para ambas propiedades la sal farmacéutica de
estequiometria 1:2 con arginina la cual incrementé aproximadamente 6 veces la cantidad de

FUR disuelta y se mantuvo estable el triple de tiempo que el farmaco libre.



SUMMARY

The main objective of this doctoral thesis focused in the development of strategies that
could allow the optimization of unfavorable biopharmaceutical properties (solubility,
dissolution, permeability, stability) of active pharmaceutical ingredients (APIs) widely used in
human therapy such as sulfamethoxazole and furosemide. In order to achieve this goal, we
used different amino-acids and ethanolamines, as well as oligosaccharides derived from
glucose, as B-cyclodextrin (B-CD) and maltodextrin (MD).

Taking into account that sulfamethoxazole (SMZ) is an antimicrobial that presents
problems of solubility and consequently low dissolution in the gastrointestinal fluids, and
furosemide (FUR) is a diuretic which exhibits low solubility, low intestinal permeability and
photochemical instability, studies in solution and in solid state were designed and developed.
In solution we studied the effect of several ligands, at various concentrations, on the solubility
of the APIs in different aqueous media. After the attainment of soluble systems with arginine
(a basic amino-acid) we achieved an increase in the solubility in water of 10-fold for SMZ and
112-fold for FUR.

In order to determine in the solid state, the formation of the systems obtained in solution,
binary and ternary samples were prepared by different methods (such as kneading with
solvent, lyophilization, slow evaporation and physical mixing). The free components and the
solids obtained were characterized using various techniques such as Fourier transform
infrared and Raman spectroscopy, solid state Nuclear Magnetic Resonance, scanning electron
microscopy, thermal analysis (differential scanning calorimetry and thermogravimetric
analysis) and x-ray diffraction of dust in order to confirm the formation of a new supramolecular
system from the combination of SMZ or FUR with ligands. After a thorough characterization
the formation of binary pharmaceutical salts of SMZ with two ligands was confirmed: histidine
and arginine. FUR showed the formation of binary pharmaceutical salts with triethanolamine
and arginine, and ternary systems combining FUR with triethanolamine or arginine and an
oligosaccharide (B-CD or MD).

In addition, properties such as dissolution, permeability and stability were evaluated
(depending upon the problems evidenced by each API in particular) with the purpose of
analyzing whether the formation of solid supramolecular systems produces a positive effect on
the biopharmaceutical properties of these drugs. In the case of SMZ it was observed that the
pharmaceutical salts obtained with amino-acids are able to double the quantity of API
dissolved in simulated gastric fluid. The FUR systems showed no changes in the permeability

by passive diffusion compared to the permeability of the free API, however, the dissolution and

5



the photo-stability of FUR are favored in multiple systems both binary and ternary, being the
best for both properties the pharmaceutical salt of stoichiometry 1:2 with arginine which

increased 6-fold the amount of FUR dissolved and remained stable triple the time that the free
drug.
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ABREVIATURAS

A: Arginina

AA: Aminoécidos

ARG: Arginina

AS: Analisis de solubilidad

ASP: Acido aspartico

C.: B-ciclodextrina

CD: Ciclodextrina

CV%: Coeficiente de variacion porcentual
CV: Coeficiente de variacion

DEA: Dietanolamina

DRXP: Difraccion de Rayos X de Polvo

DSC: Calorimetria diferencial de barrido, de sus siglas en inglés "Differential Scanning
Calorimetry"

ED: Equivalentes de dextrosa
EL: Evaporacion lenta

ETA: Etanolaminas

F: Furosemida

f1: Factor de diferencia

f,: Factor de similitud

FA2uas: Sistema sélido (de estequiometria 1:2) formado entre furosemida y arginina a
partir de la técnica de molienda asistida por solvente

FA?ve: Sistema solido (de estequiometria 1:2) formado entre furosemida y arginina a
partir de la técnica de mezcla fisica

FACwmas: Sistema sélido (de estequiometria 1:1:1) formado entre furosemida, arginina
y B-ciclodextrina a partir de la técnica de molienda asistida por solvente

FACwe: Sistema sélido (de estequiometria 1:1:1) formado entre furosemida, arginina
y B-ciclodextrina a partir de la técnica de mezcla fisica

FAwas: Sistema sélido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida y arginina a
partir de la técnica de molienda asistida por solvente

FAve: Sistema solido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida y arginina a
partir de la técnica de mezcla fisica



FAMwuas: Sistema solido (de estequiometria 1:1:1) formado entre furosemida, arginina
y maltodextrina a partir de la técnica de molienda asistida por solvente

FAMwe: Sistema sélido (de estequiometria 1:1:1) formado entre furosemida, arginina
y maltodextrina a partir de la técnica de mezcla fisica

FDA: Administracién de Alimentos y Medicamentos (de sus siglas en inglés “Food and
Drug Administration”)

FGS: Fluido gastrico simulado
FIS: Fluido intestinal simulado

FT: Sistema solido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida y trietanolamina
a partir de la técnica de molienda asistida por solvente

FT%: Sistema sélido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida vy
trietanolamina a partir de la técnica de evaporacion lenta con acetona

FTC: Sistema sélido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida, trietanolamina
y B-ciclodextrina a partir de la técnica de mezcla fisica

FTCwmas: Sistema sélido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida,
trietanolamina y B-ciclodextrina a partir de la técnica de molienda asistida por solvente

FTCwe: Sistema soélido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida,
trietanolamina y B-ciclodextrina a partir de la técnica de mezcla fisica

FT-IR: Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier

FTM: Sistema sélido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida,
trietanolamina y maltodextrina a partir de la técnica de mezcla fisica

FTuas: Sistema solido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida y
trietanolamina a partir de la técnica de molienda asistida por solvente

FTMe: Sistema soélido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida vy
trietanolamina a partir de la técnica de evaporacion lenta con metanol

FTwe: Sistema sélido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida y
trietanolamina a partir de la técnica de mezcla fisica

FTMwmas: Sistema sélido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida,
trietanolamina y maltodextrina a partir de la técnica de molienda asistida por solvente

FTMwe: Sistema soélido (de estequiometria 1:1) formado entre furosemida,
trietanolamina y maltodextrina a partir de la técnica de mezcla fisica

FUR: Furosemida

FURII: Polimorfo Il de furosemida
GLlI: Glicina

GLU: Acido glutamico

H: Histidina

10



HIS: Histidina

HR: Humedad relativa

IFA: Ingrediente Farmacéutico Activo

ILE: Isoleucina

k: Constante de velocidad de degradacién

Kc: Constante de formacion, estabilidad o asociacion de sistemas binarios
Kcr: Constante de formacion, estabilidad o asociacion de sistemas ternarios
L: Ligando

LEU: Leucina

LF: Liofilizado; liofilizacion

M: Maltodextrina

MAS: Molienda asistida por solvente

MD: Maltodextrina

MEA: Monoetanolamina

MF: Mezcla fisica

P: Producto de degradacion

PAMPA: Ensayo de permeabilidad de membranas artificiales paralelas, de sus siglas
en inglés Parallel Artificial Membrane Permeability Assay

PBS: Solucidon de buffer fosfato

PM: Peso molecular

PRO: Prolina

RMNss: Resonancia magnética nuclear de estado sélido

S: Sulfametoxazol

So: Solubilidad intrinseca

SoL: Solubilidad en presencia de un ligando a concentracion fija

SA¢: Sistema solido (de estequiometria 1:1) formado entre sulfametoxazol y arginina
a partir de la técnica de liofilizacion

SAwve: Sistema sélido (de estequiometria 1:1) formado entre sulfametoxazol y arginina
a partir de la técnica de mezcla fisica

SCB: Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica

SEM: Microscopia electrénica de barrido, de sus siglas en inglés "Scanning Electron
Microscopy"

SER: Serina
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SH_r: Sistema solido (de estequiometria 1:1) formado entre sulfametoxazol e histidina
a partir de la técnica de liofilizacion

SHuas: Sistema sdlido (de estequiometria 1:1) formado entre sulfametoxazol e
histidina a partir de la técnica de molienda asistida por solvente

SHue: Sistema solido (de estequiometria 1:1) formado entre sulfametoxazol e histidina
a partir de la técnica de mezcla fisica

Smax: Solubilidad méaxima

SMZ: Sulfametoxazol

T: Trietanolamina

to: Tiempo inicial

tis: 1 — 6 meses, segun corresponda
tso: tiempo de vida media

too: tiempo de vida util

TEA: Trietanolamina

TG: Termogravimetria

USP: Farmacopea estadounidense
VAL: Valina

B-CD: B-ciclodextrina
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Introducciéon General

INTRODUCCION GENERAL

CONSIDERACIONES GENERALES

El principal objetivo del sector farmacéutico es mejorar la calidad de vida de las personas
por lo que es requisito fundamental asegurar que los pacientes reciban medicamentos que
sean eficaces, seguros y de calidad. La Farmacopea Argentina' define a un medicamento
como una preparacion empleada para prevenir, diagnosticar o tratar una enfermedad donde
la sustancia que ejerce la accion es denominada Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA);
también conocida como farmaco o principio activo. Un IFA es toda sustancia quimica (o
mezcla de sustancias) que se emplea en medicina humana debido a que posee un efecto
farmacologico especifico. No obstante, los medicamentos ademas de estar compuestos por
ingredientes farmacéuticos activos (IFAs) contienen otras sustancias denominadas
excipientes; éstos carecen de actividad farmacoldgica a las concentraciones empleadas,
pero son sumamente importantes ya que son los encargados de dar forma o consistencia
adecuada a la preparacion y ademas se utilizan para brindar caracteristicas que aseguren
estabilidad, aceptabilidad y facilidad de administracion de los medicamentos. Un medicamento
esta compuesto por uno o varios IFAs y excipientes formulados bajo una determinada forma
farmacéutica’ con el objetivo de conferir al producto final caracteristicas adecuadas para su

correcta conservacion, dosificacién, administraciéon y accién farmacolégica.*

Para administrar un medicamento al paciente existen diversas vias: intravenosa,
intramuscular, subcuténea, oral, ocular, dérmica, entre otras. En la actualidad, la via de
eleccion por parte de los pacientes es la via oral, a través de la cual se administra la mayor
parte de los medicamentos ya que presenta numerosas ventajas, como por ejemplo facil
administracion por parte del propio paciente o versatilidad en la cantidad de formas
farmacéuticas que se pueden administrar.? Ademas, brinda la posibilidad de generar un efecto
tanto local como sistémico dependiendo del requerimiento del tratamiento el cual puede ser
inmediato o tardio (medicamentos de liberaciéon prolongada).®> Dentro de las formas

farmacéuticas que pueden administrarse por via oral encontramos las liquidas (soluciones,

i La Farmacopea es el texto oficial que codifica los ingredientes farmacéuticos activos, excipientes y productos
farmacéuticos y contiene las especificaciones que éstos deben cumplir para demostrar su calidad y resguardar la
salud de la poblacion.

i |_a forma farmacéutica se encuentra definida segin Farmacopea Argentina como el producto proveniente de la
transformacion de un principio activo o de una asociacién de los mismos mediante procedimientos
farmacotécnicos, a fin de conferirles caracteristicas fisicas y morfologicas particulares para su adecuada
dosificacion y conservacion, y que faciliten su administracion y accion farmacolégica.
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jarabes, emulsiones, suspensiones, etc.) y solidas (polvos, capsulas, comprimidos, etc.). Entre

ellas, las formas sélidas presentan la ventaja de tener, generalmente, mayor estabilidad.

SOLIDOS FARMACEUTICOS
SOLIDOS UNI Y MULTICOMPONENTES

Los solidos farmacéuticos pueden encontrarse en estado amorfo o cristalino y estar
formados por uno (unicomponente) o mas componentes (multicomponentes) (Figura 1.1). Las
particulas que conforman a los sélidos amorfos carecen de estructura ordenada por lo que
tienen elevada movilidad molecular. Este comportamiento se traduce en un buen perfil de
disolucion y por lo tanto en una alta biodisponibilidad oral. Desafortunadamente, los sélidos
amorfos presentan la desventaja de poseer baja estabilidad quimica y fisica, alta
higroscopicidad y tendencia a cristalizar. Por el contrario, en los sélidos cristalinos las
moléculas se ordenan de manera regular formando redes cristalinas, por lo que estos
adquieren una estructura bien definida con menor movilidad molecular que los sélidos amorfos
y presentan la ventaja de ser fisica y quimicamente mas estables.

Una particularidad de la mayoria de los sélidos cristalinos es su capacidad de existir en
mas de una forma polimérfica; entendiendo por polimorfismo a la habilidad que posee una
sustancia de existir en varias formas cristalinas con diferente disposicion espacial de las
moléculas que conforman el cristal. Cada una de estas formas cristalinas tiene una estructura
Unica y es un material con propiedades fisicoquimicas y mecanicas propias en estado soélido,
tales como solubilidad, disolucion, punto de fusién, estabilidad, higroscopicidad, densidad,

fluidez, compactabilidad, entre otras.*®

Los sélidos multicomponentes pueden estar formados por diferentes tipos de uniones
dando como resultado: sales, solvatos y cocristales/coamorfos. Las sales son sistemas
formados por dos componentes que se encuentran ionizados, por lo gue sus interacciones se
encuentran asistidas por cargas. Los solvatos o hidratos se forman cuando una molécula
presenta en su estructura moléculas de solvente; cuando es agua hablamos de hidratos y
cuando tenemaos un solvente distinto del agua los llamamos solvatos. Finalmente, un cocristal
se define como un cristal multicomponente en el cual todos sus componentes son sélidos en
condiciones ambientales cuando estan en su forma pura. Dichos componentes coexisten en
una proporcion estequiométrica entre el IFA y el coformador.®® Cuando el sistema obtenido
entre el farmaco y el coformador presenta caracteristicas de un sélido amorfo es denominado

coamorfo. Las sales, los solvatos, los hidratos y los cocristales pueden encontrarse tanto en

i |_a biodisponibilidad es un parametro farmacocinético definido como la velocidad y cantidad con la cual un IFA
es absorbido desde la forma farmacéutica y se encuentra disponible inalterado en la circulacion general.
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estado amorfo como cristalino, por lo que, pueden existir diferentes polimorfos de los sistemas

multicomponentes.

SOLIDOS UNICOMPONENTE

IFA
neutro

I
I

I

I

| IFA

: ionizado
| [ Contraién
I

| I

I @

Coformador

POLIMORFOS AMORFO L o e o e o=
SOLIDOS MULTICOMPONENTES
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L Lo.11
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=
SAL COCRISTAL HIDRATO/SOLVATO
CRISTALINA CRISTALINO

o

SAL ; HIDRATO/SOLVATO

AMORFA COAMORFO AMORFO

Figura 1.1. Estados en los que se puede encontrar un sélido.

PROBLEMAS EVIDENCIADOS POR LOS FARMACOS EN ESTADO SOLIDO

El principal desafio de la industria farmacéutica a la hora de disefiar formas solidas de
dosificacion oral es optimizar su biodisponibilidad. Este es un parametro sumamente
importante que depende de varios factores como el metabolismo de primer paso,®*° el
metabolismo pre-sistémico, la susceptibilidad de los IFAs a los mecanismos de eflujo, la
solubilidad y permeabilidad.!! Entre ellas, la causa mas frecuente de baja biodisponibilidad
oral de un medicamento se atribuye a la baja solubilidad acuosa del IFA, lo que genera
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escasa disolucién en los fluidos gastrointestinales acuosos y, por consiguiente, baja
permeabilidad.

Otro parametro importante a tener en cuenta a la hora de estudiar un IFA sélido es su
estabilidad, ya que la misma puede afectar la seguridad y eficacia del medicamento. Por
ejemplo, la formacién de impurezas de degradacion podria causar pérdida o potenciacién del
efecto terapéutico e iniciar posibles efectos adversos. Por lo tanto, el estudio de la estabilidad
quimica y fisica de los IFAs es esencial para garantizar la calidad, eficacia y seguridad de un
medicamento.

SISTEMA DE CLASIFICACION BIOFARMACEUTICA

Teniendo en cuenta los problemas de solubilidad, disolucion y permeabilidad que pueden
presentar los sélidos farmacéuticos, Amidon y colaboradores idearon un marco cientifico para
clasificar a los IFAs en funcion de su solubilidad acuosa y su permeabilidad intestinal: el
Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB).1?1* La creacién del SCB fue un gran
avance en el area farmacéutica, ya que permitié reemplazar los estudios de bioequivalencia
in vivo suplantandolos por pruebas in vitro. Es por esto que el SCB ha obtenido reconocimiento
internacional en la industria, las instituciones académicas y las autoridades publicas. Una de
las limitaciones de este sistema es que sélo puede ser utilizado para clasificar a los IFAs que
van a ser administrados a pacientes por via oral en forma de medicamento de liberaciéon

inmediata con accion sistémica.

Dado que la solubilidad, la disolucion y la permeabilidad gastrointestinal de un IFA son las
caracteristicas fundamentales que rigen su velocidad y cantidad de absorcién oral, el SCB se

basa exclusivamente en estos parametros y clasifica a los IFAs en cuatro categorias:

o Clase I: Alta solubilidad - Alta permeabilidad
e Clase II: Baja solubilidad - Alta permeabilidad
o Clase lll: Alta solubilidad - Baja permeabilidad

e Clase IV: Baja solubilidad - Baja permeabilidad

Una sustancia es considerada altamente soluble cuando la méxima dosis terapéutica es
soluble en un volumen igual o menor a 250 mL" de agua en un intervalo de pH de 1 a 7,5;
altamente permeable cuando se determina que el grado de absorcién en seres humanos es
mayor al 90% de la dosis administrada, basandose en el balance de masa o en comparacion

con una dosis de referencia intravenosa, y de rapida disolucién cuando mas del 85% del IFA

v El SCB fija como criterio 250 mL para la relacién dosis:solubilidad debido a que, en los estudios de
bioequivalencia farmacocinética, la formulacion del IFA debe ser administrada con un vaso de agua.
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se disuelve en 30 min utilizando el aparato USP I o II, en un volumen igual o menor a 900 mL

de soluciones buffer o reguladoras de pH.*®

Gran parte de los medicamentos que se utilizan en la actualidad contienen IFAs de clase
Il o IV, por lo que a menudo se requieren altas dosis con el fin de alcanzar concentraciones
plasméticas terapéuticas, lo que puede generar una gran cantidad de efectos adversos y
toxicos en los pacientes. A partir de esto se puede decir que la solubilidad es el parametro
limitante para lograr una concentracion deseada en la circulacion sistémica y de esta manera,

una respuesta farmacoldgica eficiente para los medicamentos administrados por via oral.

SULFONAMIDAS

La industria farmacéutica se enfoca en la optimizacion de la eficacia terapéutica de IFAs
ya conocidos, debido a que desarrollar un nuevo principio activo implica costos muy elevados
y conlleva mas de 10 afios de investigacion y desarrollo. Teniendo esto en cuenta, en este
trabajo se seleccionaron IFAs pertenecientes a la familia de las sulfonamidas a partir de la
valoracién de sus propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas, el valor terapéutico y las
alternativas disponibles para la determinacion de dichos farmacos.

Las sulfonamidas fueron los primeros agentes quimioterapéuticos eficaces que se utilizaron
por via sistémica para evitar y curar infecciones bacterianas en seres humanos.'® Ademas, se
descubrieron otros usos para IFAs de esta familia. Esté reportado, por ejemplo, que algunas
sulfonamidas son eficaces en el tratamiento de ciertos tipos de alergias e incluso para aliviar

la tos; otras tienen propiedades como diuréticos y como antiinflamatorios intestinales.’

En este trabajo, con el objetivo de evaluar y optimizar su eficacia terapéutica, se

seleccionaron dos sulfonamidas: una de clase Il y otra de clase IV segun el SCB.

SULFAMETOXAZOL

Sulfametoxazol (SMZ) es un antibiético perteneciente a la clase 1l del SCB debido a que
posee una muy baja solubilidad en medio acuoso. Su estructura quimica se presenta en la
Figura 1.2. Este IFA se utiliza clinicamente en combinacién con trimetoprima para el
tratamiento de infecciones bacterianas, incluyendo infecciones del tracto gastrointestinal, de
las vias respiratorias y, principalmente, en infecciones de las vias urinarias.*® La dosis utilizada
por via oral varia, dependiendo del tipo de infeccion, entre 100, 400 u 800 mg de SMZ

combinado con 20, 40 u 80 mg de trimetoprima por comprimido.®2°
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H,N

Figura 1.2. Estructura de SMZ.

PROPIEDADES FiSICAS

Este antibidtico se presenta como un polvo cristalino blanco que funde a 167 °C. Es
practicamente insoluble en agua (0,459 mg en 1 mL), éter y cloroformo; relativamente soluble
en alcohol (1 g en 50 mL) y acetona (1 g en 4 mL), y se disuelve con facilidad en solucion
acuosa de HCI o NaOH, debido a la formaciéon de una sal en dichas soluciones. Su peso
molecular es de 253,28 g/mol. Los valores de pKa son: pKai= 1,97 y pKa2= 5,7, para el grupo

basico (NH.) y &cido (NH), respectivamente.!®2°

FARMACODINAMIA

SMZ es un bacteriostatico por naturaleza ya que inhibe la sintesis bacteriana del acido
dihidrofélico compitiendo con el acido para-aminobenzoico por la unién a la dihidrofolato
sintetasa. La inhibicion de la sintesis de &cido dihidrofélico disminuye la sintesis de

nucleétidos bacterianos inhibiendo el crecimiento bacteriano.®2°

FARMACOCINETICA

Luego de la administraciébn de SMZ por via oral es rapidamente absorbido. Una vez
absorbido, se distribuye en la mayoria de los tejidos corporales ya que alrededor del 70% se
encuentra unido a las proteinas plasmaticas. Su Tmax (tiempo requerido para alcanzar la
concentracion maxima en el plasma) ocurre de 1 a 4 h post-administracion oral y su vida media
en suero es de 10 h. SMZ es metabolizado en el higado en 5 metabolitos (N4-acetil-SMZ, N4-
hidroxi-SMZ, 5-metilhidroxi-SMZ, N4-acetil-5-metilhidroxi-SMZ y un conjugado N-
glucuroénido). La excrecion se da principalmente por via renal a través de filtracién glomerular
y secrecion tubular. Aproximadamente el 20% de SMZ se encuentra en la orina inalterado,
entre el 15% y el 20% como el conjugado N-glucurénido y entre un 50 y 70% como el

metabolito acetilado. También puede ser excretado en leche materna.!®2°
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ESTABILIDAD

SMZ es un compuesto que presenta dos formas polimorficas, siendo la forma | la mas
estable y la que se encuentra disponible comercialmente.?! Este farmaco es sensible a la luz
y es incompatible con agentes oxidantes fuertes, sin embargo es considerado un IFA
estable.?

FUROSEMIDA

Furosemida (FUR) es un diurético del asa ampliamente utilizado en el tratamiento de
hipertensibn y edema asociado a falla cardiaca, renal y hepatica. Sin embargo, su
biodisponibilidad es variable cuando es administrado por via oral ya que posee baja
solubilidad en medio acuoso y baja permeabilidad intestinal (clase IV del SCB), ademas
presenta tendencia a absorberse principalmente en estdbmago y en intestino delgado
superior.?*24 La dosis empleada por via oral varia entre 20, 40 u 80 mg por comprimido, siendo

la de 40 mg la mas utilizada. En la Figura 1.3 se puede observar su estructura quimica.

(0 Cl
l / HN /20
\
NH,
o
OH

Figura 1.3. Estructura de FUR.

PROPIEDADES FiSICAS

Este IFA se presenta como un polvo cristalino blanco o amarillento que funde a 206 °C.
Es préacticamente insoluble en agua (0,496 mg en 1 mL); poco soluble en etanol; ligeramente
soluble en cloroformo y éter; soluble en acetona, metanol, DMF y en soluciones acuosas por
encima de pH 8,0. Su peso molecular es de 330,74 g/mol. Los valores de pKasson: pKai= 3,8

y pKa= 7,5 para el grupo COOH y NH, respectivamente.?>2°

FARMACODINAMIA
FUR es un diurético del asa tipo sulfonamida que inhibe la reabsorcion de agua en la
nefrona al bloquear el cotransportador de Na-K-Cl en la rama ascendente gruesa del asa de
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Henle. Al bloquear este transportador no sélo se inhibe la reabsorcion de Na*, K y CI sino
también la de cationes como Ca?'y Mg?' y, en consecuencia, el lumen se vuelve mas
hiperténico mientras que el intersticio se vuelve hipotdnico disminuyendo el gradiente
osmético para la reabsorcién de agua a lo largo de la nefrona. FUR es un diurético muy
potente debido a que la rama gruesa ascendente es responsable del 25% de la reabsorcién

de Na* en la nefrona.

FUR inhibe la enzima prostaglandina deshidrogenasa provocando un incremento del flujo
renal sanguineo debido al aumento de la capacitancia venosa y a la disminucién de la
resistencia vascular renal. A su vez, el aumento de la capacitancia provoca disminucién de la
presion de llenado del ventriculo izquierdo beneficiando a los pacientes con enfermedad

arterial periférica.?>2

FARMACOCINETICA

Luego de la administracion de FUR por via oral, aproximadamente un 60% es absorbido
en pacientes con funcion renal normal. Sin embargo, la fraccién absorbida puede variar
notablemente de un paciente a otro debido a la baja solubilidad y permeabilidad del IFA en
los fluidos gastrointestinales. Alrededor del 95% del IFA disuelto se encuentra unido a las
proteinas plasmaticas. Su Tmax ocurre 3 h post-administracion oral y su vida media varia entre
3y 4 h. Sélo una pequefia cantidad de FUR es metabolizada hepaticamente al derivado
defurfurilado &cido 4-cloro-5-sulfamoilantranilico. Aproximadamente el 80-90% de FUR se

encuentra en la orina en forma inalterada.?>2¢

ESTABILIDAD

FUR es un compuesto que presenta varias formas polimorficas, siendo la forma | la més
estable y la que se encuentra disponible comercialmente. Este farmaco contiene un grupo
amino secundario susceptible a hidrélisis catalizada por acido. A altas temperaturas se
hidroliza a acido 4-cloro-5-sulfamoil-antranilico y alcohol furfurilico que se convierte
rapidamente en acido levulinico. Varios autores demostraron que FUR es susceptible a la luz

ya que exhibe fotooxidacion, fotohidrélisis y fotodescloracion.?’—2°

22



Introducciéon General

ESTRATEGIAS Y LIGANDOS UTILIZADOS EN EL SECTOR FARMACEUTICO

ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA MEJORAR LAS PROPIEDADES
BIOFARMACEUTICAS

Numerosas metodologias fueron desarrolladas para mejorar la solubilidad, permeabilidad
o0 estabilidad de los IFAs entre las cuales se pueden mencionar la formacién de complejos o
sales,®*2 cocristalizacion o coamorfizacion,**34 preparacion de dispersiones moleculares
utilizando polimeros como sistemas portadores,®3¢ reduccién de tamafio de particulas o
micronizacién,®’ seleccién y estabilizacion del polimorfo de mayor relevancia terapéutica,®

entre otras.

Un sistema supramolecular o supramolécula es una entidad formada por dos o mas
especies quimicas unidas entre si a través de fuerzas intermoleculares del tipo no covalentes
(interacciones electrostéticas, enlaces puente hidrégeno, interacciones de van der Waals,
interacciones hidrofébicas, entre otras).>**? La gran variedad de posibles interacciones
disponibles ofrece diversas posibilidades para la construccion de estructuras
supramoleculares con propiedades y funcionalidades variables. Dichos sistemas han
encontrado aplicaciones en sensores,* materiales luminiscentes,** sondas biolégicas y de
imagenes celulares,*% entre otros. Dado que la quimica supramolecular se ha expandido y
encontrado aplicacion en muchas otras areas de estudio, este campo multidisciplinario
involucra las ciencias quimicas, fisicas y biolégicas.*” Es por esto que los sistemas
supramoleculares son una interesante estrategia a la hora de optimizar propiedades

biofarmacéuticas de un IFA.

A lo largo de los afios se ha demostrado que una gran variedad de ligandos son capaces
de formar complejos de inclusién con compuestos organicos entre los cuales los complejos
de inclusién de ciclodextrinas son ampliamente estudiados por su aplicacion en el area
farmacéutica.*®4° Por otra parte, las sales farmacéuticas también son muy utilizadas debido
a que proporcionan un medio para mejorar la solubilidad, velocidad de disolucion y/o
absorcion de los farmacos. Asimismo, algunas propiedades fisicoquimicas de los IFAs como
higroscopicidad, punto de fusion, cristalinidad, estabilidad quimica y fisica, entre otras, pueden

mejorarse mediante la selecciéon de una sal.°

A diferencia de las sales farmacéuticas, en un cocristal o coamorfo las interacciones son
no iénicas y los componentes se encuentran en estado neutro, lo que da la ventaja de generar
nuevas formas sélidas de los IFAs incluso cuando no tienen grupos funcionales ionizables en
su estructura. Generalmente, se obtienen materiales con propiedades que difieren de las de
los IFAs puros, de sus solvatos o de sus sales y esto se logra sin crear o romper enlaces

covalentes. La principal ventaja de los coamorfos sobre los cocristales es su potencial para
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mejorar la biodisponibilidad de un IFA poco soluble por aumento en la solubilidad y/o

disolucion de éste como resultado de la naturaleza amorfa del material.5-52

Adicionalmente, en los ultimos afios los polimorfos se han convertido en una importante
area de investigacion ya que se estima que aproximadamente el 50% de los IFAs tiene mas
de una forma polimérfica. El fenémeno del polimorfismo tiene importantes implicancias en la
industria farmacéutica. Puede afectar a la estabilidad quimica del principio activo ya que al
tener propiedades fisicas diferentes los polimorfos pueden ser mads o menos inertes a
diferentes condiciones de humedad y temperatura. La velocidad de absorcion también se ve
afectada, algunos polimorfos del mismo compuesto muestran una actividad muy baja frente a

otros con superiores velocidades de disolucién.®

A la hora de formular un medicamento debemos tener en cuenta que el polimorfo en
cuestién sea suficientemente estable, soluble y que sobreviva sin experimentar ninguna
transformacion polimorfica a las condiciones de procesado y fabricacion del medicamento. En
consecuencia, para poder evaluar estos factores es necesario conocer el nimero de
polimorfos del principio activo, su estabilidad relativa, si la formas metaestables pueden ser

estabilizadas y las propiedades particulares de cada uno de ellos.%®

LIGANDOS
Numerosos compuestos son utilizados en quimica farmacéutica con el fin de optimizar las
propiedades biofarmacéuticas de los farmacos. En esta seccidn de describiran las familias de

ligandos que seran utilizados en la presente tesis doctoral.

OLIGOSACARIDOS

Los oligosacéaridos son polimeros que contienen un niamero pequefio, entre 3 y 20, de
azucares simples (monosacaridos) conectados por enlaces O-glicosidicos (enlace covalente
gue se establece entre los grupos alcohol de dos azlcares). Los oligosacaridos que se forman

pueden ser lineales, ciclicos o ramificados.

CICLODEXTRINA

Las ciclodextrinas (CDs) son una familia de oligosacéaridos ciclicos constituidos
generalmente por 6, 7 u 8 unidades de D-glucopiranosa unidas por enlaces glicosidicos a
1—4 y se denominan a-ciclodextrina (a-CD), B-ciclodextrina (3-CD) y y-ciclodextrina (y-CD),

respectivamente (Figura 1.4). Estas macromoléculas son obtenidas a partir de la degradacién
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enzimética del almidon y difieren en sus propiedades fisicoquimicas dependiendo del nimero

de monémeros que las forman.>

Las CDs, como resultado de la conformacién silla de las unidades de glucopiranosa,
poseen una disposicidon molecular que adopta una forma toroidal o de cono truncado donde
todos los grupos hidroxilos se encuentran orientados hacia el exterior dandole un caracter
marcadamente hidroéfilo. Los grupos hidroxilo secundarios se orientan hacia la parte de mayor
diametro del cono y los grupos hidroxilo primarios a la de menor diametro. Este
comportamiento ocurre debido a que la rotacion libre de los grupos hidroxilo primarios reduce
el diametro efectivo de la cavidad. Por otra parte, el interior de las CDs esta formado por
atomos de hidrogeno de los grupos CH y pares electronicos de los enlaces glicosidicos, por

lo que presentan una cavidad de caracter hidrofébico y apolar.>®

Unidades de
iy \/D -Glucopiranosa

/
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Figura 1.4. Estructura de: a-ciclodextrina, B-ciclodextrina y y-ciclodextrina.
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Esta caracteristica dual de poseer un exterior hidréfilo y una cavidad hidrofébica le confiere
a las CDs la capacidad de albergar moléculas organicas en su interior, formando los
denominados complejos de inclusion.>

PROPIEDADES

Las CDs presentan una elevada estabilidad en medio alcalino, pero hidrolizan en medio
acido fuerte transformandose en oligosacaridos lineales. La solubilidad de B-CD es
notablemente inferior a la solubilidad de a-CD y y-CD debido a que al poseer un nimero impar
de unidades de glucopiranosa se forman seis enlaces de hidrégeno intramoleculares entre los
grupos hidroxilo secundarios, evitando la formacién de enlaces de hidrégeno con las
moléculas de agua circundantes. Las propiedades y caracteristicas mas relevantes de las
diferentes CDs se resumen en la Tabla 1.1.%*

Tabla 1.1. Caracteristicas estructurales y propiedades fisicoquimicas de las CDs.

Propiedades a-CD B-CD y-CD
N° de unidades de Glucosa 6 7 8
Peso Molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidad en agua (g/100mL, 25°C) 14,5 1,85 23,2
Diametro de cavidad, A 5,7 7.8 9,5
Diametro total, A 13,7 15,3 16,9
Altura, A 7,8 7,8 7,8
Altura de la cavidad, A3 174 262 427
Moléculas de agua en la cavidad 6 11 17
pK, (25°C) 12,33 12,20 12,08
Punto de fusion (°C) 255-260 255-262 240-245

Las CDs pueden ser modificadas quimicamente por sustitucién de sus grupos hidroxilos
por otros grupos funcionales. Entre las diferentes modificaciones existen tres grupos
principales de CDs modificadas: metiladas, hidroxipropiladas (ambas neutras) o sulfobutiladas
(cargadas negativamente). Las CDs modificadas mantienen la capacidad de incluir moléculas

en su cavidad hidr6foba con una afinidad diferente a la de la CD natural de la que derivan.

FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION
Una de las caracteristicas mas importantes de las CDs es su capacidad para formar

complejos de inclusién con una gran variedad de compuestos sdlidos, liquidos o gaseosos
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incluyéndolos en su cavidad hidrofobica. Estos complejos de inclusién pueden obtenerse tanto
en solucién como en estado solido. La fuerza que impulsa la formacién de los complejos es la
liberacion de las moléculas de agua de la cavidad de las CDs, es decir que no se forman ni
se rompen enlaces covalentes. En solucidn acuosa, la cavidad hidrofébica de las CDs se
encuentra ocupada por moléculas de agua las cuales pueden ser desplazadas por moléculas
mas hidrofébicas, produciendo de esta manera una disminucién en la tensién de la cavidad.
La unién del huésped a la CD no es permanente, la fuerza de la asociacion depende del
tamafio del huésped, del anfitrion, asi como del tipo y cantidad de interacciones que puedan
generarse entre ambos compuestos. La disociacion de los complejos de inclusién es un

proceso rapido (minutos).>

Los complejos de inclusion permiten modificar diferentes propiedades de las moléculas
huésped como por ejemplo su solubilidad, volatilidad, estabilidad frente a la luz, oxigeno o
calor. También son utilizados para ocultar sabores y olores desagradables, para realizar
separaciones enantiomeéricas o para controlar la liberacion de un IFA, entre otras aplicaciones.
Por estas razones, las CDs son ampliamente utilizadas en las industrias alimentaria,

cosmética, textil, farmacéutica, agropecuaria, etc.5°¢

APLICACIONES EN EL AREA FARMACEUTICA

En el area de la quimica farmacéutica, las CDs son utilizadas para incrementar la
solubilidad, estabilidad o biodisponibilidad de los farmacos, para prevenir interacciones IFA-
IFA o IFA-excipiente, para aminorar la irritacion, ya sea ocular o gastrointestinal, para reducir

o eliminar sabores y olores desagradables, entre otros.®’

Numerosos complejos (o sistemas) binarios y ternarios con CDs han sido reportados a lo
largo de los afios.*®*° Los sistemas binarios involucran un IFA como huésped y una CD, ya
sea natural o modificada, como receptor. Los sistemas ternarios, ademas de estos
componentes, incluyen un tercer constituyente que es utilizado generalmente para potenciar
el efecto que se esté buscando modificar (solubilidad, estabilidad, permeabilidad, entre otros).
Como ejemplo prometedor de un sistema binario se ha reportado recientemente la
encapsulacion de eugenol en 3-CD como un método excelente para proteger al IFA de la
degradacion térmica, permitiéndole mantener la accion antibacteriana a temperaturas
superiores a su temperatura de volatilizacion. Estos resultados apoyan la aplicacion del
sistema binario eugenol:3-CD como aditivo antimicrobiano en materiales que requieren
procesamiento térmico.®® Otros ejemplos de sistemas ternarios seran desarrollados mas

adelante (pagina 30-32).

Las CDs se encuentran presentes en numerosas formulaciones farmacéuticas que son
actualmente dispensadas para la via oral, bucal, tépica, rectal, intravenosa, etc. En 1976 se
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aprobé en Japon el primer medicamento conteniendo CD el cual contenia el complejo
prostaglandina E2:3-CD y se comercializ6 en forma de comprimidos sublinguales (Prostarmon
E™). Doce afios mas tarde, en Europa se aprobé la comercializacion de un medicamento
conteniendo piroxicam:B-CD en forma de comprimidos (Brexin®). Recién en 1997, Estados
Unidos aprob6é una solucion oral con el sistema itraconazol:2-hydroxypropyl-g-CD
(Sporanox®).%! Actualmente, mas de 40 medicamentos conteniendo CDs se comercializan en

gran parte del mundo, incluyendo Argentina.

MALTODEXTRINA
Las maltodextrinas (MDs) son polisacaridos de cadena lineal que se obtienen a partir de
la hidrdlisis parcial del almidén de grado alimentario, el cual consiste en una proporcién

particular de amilosa y amilopectina.

CH,OH CH,OH
H O H H O H
H H
lOH H OH H
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H OH H OH
— —n
CH,OH
O H
H
OH Il-l
o
H OH
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a1-4

Figura 1.5. Estructura general de: MD lineal y MD ramificada.

La amilosa esta compuesta por varios oligémeros de D-glucosa unidos principalmente por
enlaces a 1—4, mientras que la amilopectina posee unidades de glucosa unidas linealmente

con enlaces glicosidicos a 1—4 y presenta ramificaciones que ocurren cada 24 a 30 unidades
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de glucosa, donde los oligobmeros se encuentran unidos por enlaces a 1—6 (Figura 1.5).
Generalmente, se clasifican en base a su contenido de azlcares reductores directos,

expresados como equivalentes de dextrosa (ED), los cuales pueden variar entre 2 y 20.52

PROPIEDADES
En la Tabla 1.2 se presentan las diferentes tendencias en las propiedades fisicoquimicas
y funcionales de las MDs, las cuales dependen del perfil de carbohidratos que las integran y

de su contenido de ED.

Tabla 1.2. Tendencia en las propiedades de las MDs.

MALTODEXTRINA
Equivalente de Dextrosa (%) 5 10 15 18 20
Viscosidad y cuerpo ¢ '
Higroscopicidad

Prevencion de cristales gruesos
Solubilidad

Osmolaridad - >

Dulzor

FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION

Las MDs presentan forma de hélice y son capaces de albergar un huésped en su interior
y formar complejos de inclusion. La cavidad interna de esta hélice es hidrofdbica, equivalente
al interior de las CDs, por lo que también pueden alojar en su interior diferentes moléculas
hidrofébicas. Al igual que en el caso de los complejos de inclusién con CDs, la unién de MD
al huésped es reversible y los complejos se disocian con facilidad en el organismo. Es por
esto que las MDs poseen una gran variedad de aplicaciones en la industria alimentaria donde
funcionan como agentes estabilizantes, espesantes y encapsulantes. Ademas, al formar estos
complejos de inclusion, ayudan a controlar la textura, dulzor, higroscopicidad y densidad de
algunos alimentos, reducen la cristalizacién del huésped e incrementan su solubilidad en
agua. A su vez, se han utilizado soluciones concentradas con MDs como alimento para
personas que presentan falla renal crénica, cirrosis hepatica, trastornos en el metabolismo de
aminoacidos y en ciertas condiciones diabéticas debido a que generan un alto aporte

energético con poco volumen y bajo contenido de electrolitos.®?
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APLICACIONES EN EL AREA FARMACEUTICA

Por su amplio uso en alimentos y su conocida seguridad, es que en la Ultima década el
area farmacéutica comenzé a mostrar interés en emplear MDs como modificadores de ciertas
propiedades biofarmacéuticas. En la actualidad, aiun no se encuentran disponibles
comercialmente formando complejos de inclusién con farmacos, pero si se comercializan
medicamentos que incluyen MD como excipiente. Sin embargo, recientemente, sistemas
basados en MD han demostrado generar una maxima liberacion y estabilidad de Efavirenz.®®
Asi mismo, el perfil de disolucién in vitro y la permeacion ex vivo (a través del intestino de rata)

de valsartan mejoraron al ser formulado en proniosomas basados en MD.%*

AMINOACIDOS

Un aminoacido (AA) es una molécula organica que esta formada por un carbono central
unido a un grupo amino, un grupo carboxilo, un hidrégeno y una cadena lateral (X) especifica
para cada aminoacido (Figura 1.6). Generalmente, los AA se encuentran ionizados en
solucion debido a que tanto el grupo carboxilo como el grupo amino son susceptibles a

jonizacion.®®

H H

o
Acipo
AMINO N—(|':—C// CARBOXILICO

/] \

H X o,
CADENA
LATERAL

Figura 1.6. Estructura general de un aminoacido.

CLASIFICACION

Se puede clasificar a los AA en funcién de una gran variedad de caracteristicas como, por
ejemplo, si pueden ser sintetizados por el organismo o deben ser adquiridos a través de la
dieta, en base a sus propiedades quimicas, entre otras. No obstante, la clasificacion mas

utilizada se realiza teniendo en cuenta el tipo de cadena lateral que presentan:

e AA Neutros polares o hidréfilos: serina (SER), treonina (TRE), glutamina (GLN),

asparagina (ASN), tirosina (TIR) y cisteina (CIS).
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e AA Neutros no polares o hidrofébicos: alanina (ALA), valina (VAL), leucina (LEU),

isoleucina (ILE), metionina (MET), prolina (PRO), fenilalanina (FEN), triptéfano (TRI) y
glicina (GLI).

e AA Acidos: acido aspartico (ASP) y acido glutamico (GLU).

e AA Bésicos: arginina (ARG), histidina (HIS) y lisina (LIS).

PROPIEDADES

Entre las propiedades que poseen los AA, una de las mas importantes para el area
farmacéutica es la capacidad de comportarse como un acido o como una base dependiendo
el valor de pH de la solucién donde se encuentren. Los compuestos que presentan este tipo
de caracteristica se denominan anféteros. Generalmente, el pKa del grupo basico (amino) se
encuentra entre 9 y 10, mientras que el del grupo acido (carboxilo) cercano a 2. Por lo tanto,
todos los AA cuando se someten a cambios en el pH pasan por un estado en el que tienen
una carga neta cero, debido a que hay igual nUmero de cargas positivas y negativas en la
molécula. El pH al que esto ocurre se conoce como el punto isoeléctrico. Sin embargo, no
existe un valor de pH en el que los AA tengan una carga absoluta cero (ausencia completa
de cargas positivas y negativas). La capacidad de solubilizarse en agua de cada AA es
diferente debido a la naturaleza de su cadena lateral y decrece hasta un minimo a valores de

pH cercanos al valor de su punto isoeléctrico.

k.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
GLI + +f- -

FEN  + +f- .
pl = 5,97 b
2.33 9,60 Pl=348 a0 5,31
l{llﬁﬁllnl + +- - TIR + +- - =
=5 2,35 9,59 pl = 5,66 3,24 5,21 10,46
SER + +- = TRI + +-
pl = 5,68 2,31 9,73 pl= 5.8 2,45 3,41
TRE =+ o . ASP . 4 B
= 1=277
pl = 5,87 2,32 9,03 PI=277 as 3m 5,63
s+ +/- S = GLUO sy - N
| =5,07 pl=3,22
. 1,92 818 10,70 2,18 4,18 9,64
VAL . o . ASN 4 o .
= 1=541
pl=35.97 2,35 9,62 ’ 2,16 2,84
LEU - - IGLE['IES t - :
pl =598 233 3,74 p=o 2,17 9,01
ILE + +/- - HIS = o - =
pl = 6,02 2,66 3,70 PI=T53 30 6,22 9,42
MET + +- - Lis + + +f-
=574 513 9,28 =578 55 5,16 10,67
PRO + +- - ARG has + +/-
pl=6.48 1,80 10,63 =076 ;00 9,04 12,48

Figura 1.7. Rango de protonacion en funcion del pH (++, +, +/- = zwiterién, -, --). Las zonas
se encuentran delimitadas por los valores de pKa. Imagen adaptada del trabajo publicado

por Tilborg et al (2014).%°
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En la Figura 1.7 se puede observar que a pH fisioldgico (alrededor de 7,0-7,4), no todos
los amino&cidos estan presentes como iones dipolares o "zwitteriones" (estado en el que
poseen el mismo nimero de grupos cargados positiva y negativamente). Este comportamiento
se debe a que el sustituyente de la cadena lateral modifica fuertemente el comportamiento de
la molécula. Esta observacion es de gran importancia para una mayor comprensién de los

sistemas multicomponentes que implican AA como sales o cocristales.®®

APLICACION EN EL AREA FARMACEUTICA

En las dltimas décadas los AA fueron muy utilizados en el area de la quimica farmacéutica
como excipientes de distintos medicamentos. Un trabajo publicado en 2013 definié a los AA
como excipientes prometedores para estabilizar la forma amorfa de un IFA y contribuir a
incrementar la disoluciéon de farmacos poco solubles en agua. Demostraron que ARG, FEN y
TRI estabilizaban la forma amorfa de indometacina tanto en sistemas binarios como en
sistemas ternarios y revelaron que la forma amorfa de carbamazepina era estabilizada al
formar un sistema binario con TRI.3* Posteriormente, otro estudio evidencié que las formas
amorfas de simvastatina y glibenclamida también podian ser estabilizadas al formar sistemas
coamorfos con AA. La primera fue estabilizada al interaccionar con lisina, mientras que
glibenclamida formé sistemas coamorfos binarios con serina y treonina, y un sistema
coamorfo ternario conteniendo ambos AA.%” Recientemente, se describié que ARG, CIS, ASP
y GLU estabilizaron la forma amorfa de ciprofloxacina y en todos los casos se observaron
mejoras significativas en la solubilidad del IFA. A pesar de que los sistemas con ASP y GLU
ofrecian el mayor incremento de la solubilidad, dichos sistemas mostraron una disminucion
en la cantidad de IFA permeado con respecto al IFA cristalino puro. Por el contrario, los
sistemas conteniendo ARG y CIS mejoraron significativamente la permeabilidad del farmaco,

pero tuvieron un efecto mucho mas modesto sobre su solubilidad.®®

Otro aspecto ampliamente estudiado es la capacidad que presentan los AA de optimizar
la permeabilidad de farmacos que presentan dificultades con esta propiedad. Recientemente,
experimentos de permeacion in vitro realizados empleando una membrana artificial que simula
la barrera de la piel demostraron que el sistema binario aciclovir:acido ursodesoxicolico
genera incremento en la permeabilidad del IFA. Sin embargo, al adicionar LIS a este sistema
binario se observé un fuerte efecto sinérgico sobre la permeabilidad.®® Otro estudio analizé
diferentes AA catiénicos (ARG, LIS e HIS) con el objetivo de optimizar la absorcién intestinal
de insulina y sorprendentemente demostré6 que sélo ARG presenta potencial para mejorar

dicha propiedad.”

Varios trabajos demostraron que la formacion de sistemas multicomponente de farmacos

con AA y CDs es una interesante estrategia para incrementar la solubilidad en medio acuoso,

32



Introducciéon General

debido a la capacidad potencial de los AA para interactuar simultaneamente con el IFA, a
través de interacciones electrostaticas, y con la CD, a través de enlaces puente hidrégeno. En
este sentido, naproxeno fue combinado con hidroxipropil-B-CD y diferentes AA (LIS, ARG, ILE
y VAL) con el objetivo de estudiar el efecto sobre la solubilidad. Entre los AA probados, ARG
fue el mejor candidato para aumentar la solubilidad del IFA y el anico AA que demostré un
efecto sinérgico cuando se lo usé en combinaciéon con hidroxipropil--CD.”* Otro ejemplo de
este comportamiento fue demostrado al combinar cloranfenicol con B-ciclodextrina y
diferentes AA (CIS y GLI). En este caso, ambos sistemas ternarios mostraron aumento en la

solubilidad del IFA'y, a su vez, no interfirieron con su actividad microbiolégica.”?

ETANOLAMINAS

Las etanolaminas (ETA) pertenecen al grupo de las alcanolaminas ya que son
compuestos que presentan dos grupos funcionales una amina y un alcohol, por lo que pueden
sufrir reacciones caracteristicas de aminas y de alcoholes. En las ETA el grupo alcohol es
siempre primario, mientras que la amina puede ser primaria (monoetanolamina, MEA),
secundaria (dietanolamina, DEA) o terciaria (trietanolamina, TEA). Las estructuras se pueden

observar en la Figura 1.8.

a) b) c)

HO OH
HO\/\N H/\/OH '\
OH
Figura 1.8. Estructura general de: a) MEA, b) DEA y c) TEA.

NH,

PROPIEDADES
Las ETA son liguidos viscosos, completamente solubles en agua, acetona y metanol, y
parcialmente solubles en otros solventes organicos.”® Ademas, son muy higroscépicas e

inestables cuando se las expone a la luz y el oxigeno.

APLICACION EN EL AREA FARMACEUTICA
Las ETA son generalmente utilizadas en formulaciones farmacéuticas cosméticas como

agentes alcalinizantes, humectantes y emulsificantes.’*"
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En los ultimos afios se ha estudiado la utilizacion de ETA para optimizar las propiedades
biofarmacéuticas desfavorables de IFAs como su solubilidad o permeabilidad. Se obtuvieron
sales binarias de meloxicam con las distintas ETA y se evalué la solubilidad y permeabilidad
transdérmica en ratén sin pelo observandose que las sales con MEA y DEA aumentaban la
solubilidad con respecto del IFA puro y que las tasas de permeacion, en todos los casos,
fueron superiores a la del IFA.”® Ademas, se determiné que la disolucién in vitro de meloxicam
y sus sales fueron bajas a pH 1,2 (menores al 10% en todos los casos), pero los porcentajes
de meloxicam disuelto mejoraron significativamente a pH 6,8 (superiores al 40% para todas
las sales). Los perfiles farmacocinéticos in vivo revelaron que todas las sales facilitaron la
rapida absorcién del farmaco al tiempo que mantuvieron la exposicion prolongada de éste en
el organismo.””

En bibliografia también se describen sistemas multicomponentes con CDs y ETA como
estrategia para mejorar la solubilidad, velocidad de disoluciéon o permeabilidad de farmacos
poco solubles en agua. En particular, sistemas binarios y ternarios de hidroxipropil-B-CD y
MEA, DEA o TEA incrementaron la solubilidad y velocidad de disolucién de flurbiprofeno.”
Adicionalmente se demostré que la permeacion transcutdnea in vitro de diclofenac mejoré
levemente en presencia de un sistema con metil-3-CD. Sin embargo, la adicion de MEA a

dicho sistema binario aumenté 67 veces la cantidad de IFA permeado.”

Un sistema multicomponente de B-CD, TEA y sulfisoxazol aumentd la solubilidad y
velocidad de disolucién del IFA como resultado de un efecto combinado de la formacion de
una sal entre el farmaco y TEA y de la formacién de un complejo de inclusiéon con la CD.%
Ademas, se demostré que TEA y B-CD forman un sistema ternario sélido con metotrexato
produciendo un aumento significativo de la solubilidad y una disolucion mas rapida del
farmaco in vitro.®! Por otra parte, TEA aument6 significativamente el poder de solubilizacién
de hidroxipropil-B-CD para acetazolamida, en comparacién con el IFA libre, asi como con el
sistema binario entre el farmaco y la CD. El sistema ternario también incrementd la
permeabilidad corneal in vitro, mostré un aumento en la eficacia y una reduccion en los efectos

secundarios del IFA en estudios de presioén intraocular in vivo.82-84

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Actualmente, aproximadamente el 40% de los medicamentos aprobados vy
comercializados y casi el 90% de los IFAs en proceso de desarrollo presentan problemas en
su biodisponibilidad oral debido principalmente a problemas de solubilidad,®® aungque también
la biodisponibilidad se puede ver afectada por parametros como la permeabilidad o la
estabilidad.

34



Introduccién General

Particularmente SMZ presenta problemas de solubilidad en medio acuoso lo que genera
una baja disolucion en los fluidos gastrointestinales. Por tal motivo, este IFA es ampliamente
estudiado en el sector farmacéutico. Investigaciones previas lograron la formacion de
cocristales entre SMZ y acido malico utilizando acetona como solvente. Estos sistemas
incrementaron notablemente la velocidad de disolucién del IFA en soluciones de pH 7,4.8°
Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacibn han demostrado que el
complejo binario con hidroxipropil-B-CD aumenta levemente la solubilidad de SMZ en medio

acuoso.®’

Considerando dichos antecedentes, asi como la ausencia de resultados sobre la
interaccion de SMZ con AA, en el presente trabajo de tesis doctoral se proyecto el desarrollo
y estudio de sistemas binarios SMZ:AA, tanto en solucién como en estado sélido, y el analisis

del efecto producido por estos sistemas sobre la solubilidad y disolucion de SMZ.

FUR exhibe baja solubilidad en medio acuoso, baja permeabilidad intestinal e inestabilidad
fotoquimica, por lo que su biodisponibilidad oral es muy variable y erratica. Es por esto que a
lo largo de los afios se desarrollaron numerosas estrategias para aumentar su solubilidad,
velocidad de disolucién y permeabilidad. Entre ellas se pueden mencionar: la sintesis de
ésteres de FUR que actian como profarmacos, ya que se hidrolizan en la sangre liberando al
farmaco;®® la encapsulacion de FUR en dendrimeros de poliamidoamina que modifican la
solubilidad y disolucién;®® la formacion de dispersiones sélidas con crospovidona (combinada
con la micronizacion del IFA) que permiten alcanzar un mayor grado de biodisponibilidad in
vitro;® la obtencién de un cocristal con cafeina que combina la mejora en la solubilidad de
FUR con el aumento de estabilidad del sistema en relacion a las formas polimorficas del IFA
o dispersiones amorfas;®! la preparacién de nanoparticulas de quitosano/alginato cargadas
con FUR que incrementan la permeabilidad intestinal del IFA ex vivo y mejoran
significativamente sus parametros farmacocinéticos in vivo;%? entre otras. Sin embargo,
algunas de estas estrategias incluyen el uso de grandes cantidades de solventes organicos y
dejan residuos de estos en los sistemas obtenidos, otras presentan amplias distribuciones de
tamafio de particulas dificultando la homogeneidad en las propiedades obtenidas, por ello aln
es de gran interés obtener un sistema que sea reproducible, seguro para uso en medicina
humana y que mejore las propiedades biofarmacéuticas desfavorables del farmaco. Estudios
previos realizados por nuestro grupo de investigaciéon demostraron que la combinacion de
FUR con diferentes oligosacaridos (MD y B-CD) mejoran su solubilidad en agua 2,2 y 1,6

veces, respectivamente y reducen el proceso de fotodegradacion quimica.%—°

Teniendo esto en cuenta, en el presente trabajo de tesis doctoral se proyecto el desarrollo
y el estudio de sistemas binarios (con AA 0 ETA) y sistemas ternarios (con oligosacaridos

y AA 0 ETA) de FUR, tanto en solucién como en estado sélido, y el analisis de su efecto en la
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solubilidad, disolucién, permeabilidad y estabilidad de FUR, ya que estas propiedades

representan un problema farmacotécnico y biofarmacéutico critico para dicho IFA.
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ESTUDIOS EN SOLUCION

CONSIDERACIONES GENERALES

Como se describié anteriormente a la hora de administrar un medicamento la via oral es
la mas conveniente y cominmente empleada debido a la facilidad de administracion, el alto
cumplimiento por parte de los pacientes, la relacibn costo-efectividad, las menores
restricciones de esterilidad y la flexibilidad en el disefio de la forma de dosificacion. Sin
embargo, el principal desafio para el disefio de las formas de dosificacién oral radica en su
escasa biodisponibilidad, donde la solubilidad juega un rol fundamental, ya que es uno de los
parametros mas importantes para lograr la concentracion deseada de farmaco en la

circulacioén sistémica y asi lograr la respuesta farmacolégica requerida.®®

La solubilidad de un compuesto depende principalmente de su estructura ya que ésta
determina la lipofilicidad, la posibilidad de formar enlaces puente hidrogeno, el volumen
molecular, la energia cristalina y la ionizabilidad. Ademas, la solubilidad es afectada por el pH

de la solucion, la fuerza iénica y la temperatura.

La mejora de la solubilidad de los IFAs es uno de los aspectos mas desafiantes del proceso
de desarrollo de nuevos medicamentos debido al importante papel que juega en la
biodisponibilidad oral. En el area farmacéutica, para estudiar la solubilidad de compuestos con
baja hidrofilicidad se emplea principalmente el método de solubilidad de fases.

ANALISIS DE SOLUBILIDAD DE FASES

El andlisis de solubilidad (AS) es un método que se utiliza para estudiar la interaccion entre
un sustrato poco soluble (en este caso un IFA, por lo cual de ahora en adelante lo
llamaremos asi) y un ligando soluble. Si la solubilidad del IFA es alterada por la presencia
del ligando dicha modificacién puede interpretarse como una evidencia de la presencia de
interacciones entre ambas sustancias. Esta metodologia, desarrollada por Higuchiy Connors,
se usa principalmente para complejos de inclusién de IFAs con CDs.% El AS permite estimar
la constante de formacion (Kc) como también elucidar la estequiometria de la reaccion de

interaccion.

En un AS las moléculas del sistema estan en equilibrio con las moléculas libres en solucion
(Reaccion 2.1). Donde m moléculas de IFA (F) y n moléculas de ligando (L) forman el sistema

(Fm-Ln), Y Kc es la constante de formacion (estabilidad o asociacion) del sistema formado.®
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K

c

< I:m _Ln

mF+nL

Reaccion 2.1. Reaccién general para la formacion de sistemas.

La formacion del sistema se considera una reaccién quimica reversible, en la cual la
velocidad a la que se alcanza el equilibrio es mucho mayor que la velocidad de los procesos

de medici6n.?9100

Experimentalmente se coloca un exceso del IFA solido con baja solubilidad en medio
acuoso en un tubo y se le adiciona un volumen constante de solucion acuosa de ligando en
concentraciones crecientes del mismo. El exceso de sustrato es afiadido para mantener lo
mas alta posible su actividad termodinamica. Los tubos son agitados y mantenidos a
temperatura constante hasta alcanzar el equilibrio. Las suspensiones resultantes son filtradas,
y la concentracion total del IFA se determina mediante técnicas analiticas como
espectrofotometria UV-Vis, HPLC, etc. Finalmente, se construye el perfil o diagrama de
solubilidad para evaluar el efecto del ligando sobre la solubilidad aparente del IFA. A partir del

andlisis de la isoterma generada en el AS pueden identificarse diferentes comportamientos.

TIPOS DE ISOTERMAS DE SOLUBILIDAD

La correlacién entre la solubilidad del IFA y la concentracién de ligando da origen a
diferentes tipos de isotermas de solubilidad. En términos generales, existen dos tipos: Ay B
(Figura 2.1).5197.101

En los diagramas de solubilidad de tipo A, la solubilidad aparente del IFA aumenta en
funcién de la concentracion de ligando, indicando la formacion de sistemas de mayor
solubilidad que la del IFA libre. El limite de solubilidad no se alcanza dentro del rango de
concentraciones de ligando estudiado. Tres subtipos de isotermas de tipo A han sido

definidos:

e |sotermas de tipo A.: muestran un incremento lineal de la solubilidad en funciéon de la

concentracion de ligando e indican la formacién de sistemas de primer orden respecto
al ligando y, a su vez, pueden ser de primer orden o de orden superior respecto al IFA.
Si la pendiente de la isoterma tipo AL es mayor a la unidad, se asume la formacion de
sistemas de alto orden. Generalmente, cuando la pendiente de la isoterma es menor
a la unidad y en ausencia de mayor informacion, se asume la formacién de sistemas

solubles 1:1.
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Isotermas de tipo Ap: presentan una desviacion positiva de la linealidad a altas

concentraciones de ligando, pudiendo sugerir que el ligando es mas efectivo a altas
concentraciones e indican la formacién de sistemas de alto orden respecto al ligando,
a altas concentraciones de éste.

Isotermas de tipo An: revelan una desviacion negativa de la linealidad sugiriendo que

el ligando es menos efectivo a altas concentraciones. Este comportamiento puede
estar asociado a cambios en las propiedades del solvente a altas concentraciones de
ligando y/o a la autoagregacion del ligando a altas concentraciones de éste.

Concentracion de IFA

Concentracion de ligando

Figura 2.1. Tipos de Isotermas de Solubilidad (So: solubilidad intrinseca de IFA en

ausencia de ligando; St concentracién disuelta de IFA (libre + sistema); Sc: solubilidad limite

del sistema poco soluble).

Los diagramas de solubilidad de tipo B son indicativos de la formacién de sistemas con

solubilidad en medio acuoso limitada o insolubles. Se han definido dos subtipos de isotermas

tipo B:

Isotermas de tipo Bs: a medida que se incrementa la concentracion de ligando ocurre

la formacion de un sistema soluble que aumenta la solubilidad total del IFA hasta el
punto A donde alcanza su limite de solubilidad, esta porcion inicial puede considerarse
un diagrama de Tipo A. Al incorporar cantidades adicionales de ligando ocurre la
formacion de un sistema insoluble que precipita y la concentracion de IFA libre
permanece constante por la disolucion de IFA sélido remanente. De esta manera, el
IFA solido se consume y al alcanzar el punto B todo el IFA se ha convertido, ya sea en
el sistema soluble o en el sistema insoluble. La posterior adicion de ligando resulta en
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la formacién del sistema insoluble que precipita disminuyendo la concentracion total
del IFA en solucion, la cual se aproxima asintéticamente al limite de solubilidad del
sistema (Sc).

e Isotermas de tipo B:: la interpretacidén es similar a los perfiles del tipo Bs salvo que la

solubilidad aparente del IFA permanece sin cambios perceptibles hasta que se

convierte completamente en un sistema insoluble.

ESTIMACION DE LA CONSTANTE DE FORMACION DEL SISTEMA
Teniendo en cuenta la Reaccion 2.1, la constante Kc expresa las proporciones de las

especies en equilibro:

(Ecuacion 2.1)

donde [FmLn] es la concentracion del sistema, [F] la concentracion del IFA y [L] la

concentracion del ligando.

El valor de Kc depende de variables como temperatura y pH del medio de reaccién. Por
ejemplo, para una reaccién que presenta una entalpia negativa (reaccion exotérmica), un
incremento de temperatura produce disociacion del sistema y el valor de K¢ disminuye. Por
otra parte, para un IFA ionizable el valor de K¢ exhibe una fuerte dependencia del valor de pH

del medio.%9192

Para las isotermas de solubilidad de tipo A, incluyendo la porcion inicial de las de tipo Ap,
An Y Bs, la formacion del sistema Fnl, es responsable del incremento de la solubilidad
aparente del IFA. Las concentraciones de las especies involucradas en la formacion del

sistema pueden expresarse como:

[F]z S, (Ecuacion 2.2)

[F.L ]= Sc=So (Ecuacion 2.3)
m

[L]=L -n[F,L] (Ecuacion 2.4)

donde Sy es la solubilidad del IFA en ausencia de ligando; S: la concentracion total de IFA
disuelto, y L la concentracion total de ligando adicionada; considerando que la concentracién

de IFA libre permanece constante por la presencia de IFA sélido.
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La combinacion de las ecuaciones 2.1 — 2.4 permite obtener una expresion para Kc en
términos de concentraciones conocidas, m y n. En particular, cuando n=1 se obtiene la

siguiente ecuacion:

- mK,S," L,

S, _
1+K, S,

+ S, (Ecuacion 2.5)
La gréafica de S; en funcién de L: para la formacion de un sistema soluble da una recta o
isoterma de Tipo AL.%% La interseccion es igual a So, y para una estequiometria 1:1, m=1, es
posible calcular el valor de K¢ como:
pendiente

" Ecuacion 2.6
° S, (1 pendiente) (Ecuacion 2.6)

El objetivo del presente capitulo fue seleccionar los ligandos que demuestren mayor
capacidad para incrementar la solubilidad de SMZ y FUR. Evaluar la posible formacién de
sistemas en solucion entre los IFAs y los ligandos seleccionados estimando la estequiometria
en equilibrio y el valor de K¢ para los sistemas obtenidos. Finalmente, clasificarlos en términos
de solubilidad segun el SCB.

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Se utilizaron los siguientes productos de origen comercial: SMZ y FUR (Parafarm®,
Argentina), Trietanolamina, L-Leucina, L-Arginina y L-Serina (Sigma-Aldrich®, USA), L-
Isoleucina, L-Valina, Prolina, MD (DE17), Glicina (Todo Droga, Argentina), acido L-aspartico
y acido L (+) glutdmico (Anedra®, Argentina) y L-Histidine (Sigma-Aldrich®, Japén). B-CD (PM
= 1135) fue cordialmente donada por Ferromet® (Agente de Roquette® en Argentina). Todos
los otros reactivos y solventes utilizados fueron de grado analitico. El agua utilizada en todos
los ensayos fue obtenida a partir de un sistema de purificacion de agua Millipore Milli-Q
(Millipore®, USA).

INSTRUMENTAL
Las muestras fueron pesadas en una balanza analitica Mettler H72. Se trabajo a

temperatura constante utilizando un agitador orbital Ferca (Argentina) o un bafio
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termostatizado Lauda con una precision de 37,0 (x 0,1) °C. La disolucion de las muestras se
favorecié utilizando un sonicador Elmasonic S40 Elma (Alemania) y/o un vortex Ferca
(Argentina). Los espectros UV-Visible de SMZ y FUR se registraron en un espectrofotometro
Agilent® Cary 60 UV-160. Las mediciones de pH fueron realizadas con un pH-metro HANNA
modelo SA520, provisto de un electrodo Hanna HI 1330B. La calibracion del equipo se realizé

con soluciones de referencia de pH 4,0y 7,0.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

ANALISIS DE SOLUBILIDAD

Los AS fueron realizados de acuerdo al método reportado por Higuchi y Connors.®” En
todos los casos, se utilizdé como blanco una solucién conteniendo la concentracion
correspondiente de ligando y los tubos fueron protegidos de la luz. Cada experimento se
repitié al menos tres veces y el resultado informado es el valor promedio de estas mediciones.
Para realizar la cuantificacion se realizaron curvas de calibracion para cada muestra
estudiada.

En todos los estudios se midio el valor de pH de las soluciones y se calcularon los
porcentajes de las especies ionizada y neutra de SMZ y FUR, a partir de la ecuacion de
Henderson—Hasselbalch,'% para determinar si el incremento en la solubilidad aparente de los
IFAs debido a la presencia del medio o de los ligandos es ocasionado por cambios del valor
de pH de la solucion:

[A-]

PH = pKa+log [AH] (Ecuacion 2.7)

EFECTO DEL MEDIO

Se determiné la solubilidad intrinseca (So) de SMZ y FUR en agua, fluido gastrico simulado
de pH 1,2 (FGS, preparado segin USP XXX)*y solucién de buffer fosfato de pH 6,8 (PBS,
preparado segin USP XXX)!%4, Se seleccionaron estos valores de pH para simular las
condiciones a las que esta expuesto el farmaco en el organismo, a medida que circula por el
tracto gastrointestinal. Un exceso de cada IFA fue suspendido en un volumen final de 5 mL
de agua, FGS o PBS en tubos de vidrio con tapa a rosca. Los tubos se colocaron en el agitador
orbital a 37 °C y a 180 rpm durante 72 h. Una vez alcanzado el equilibrio, las suspensiones
se filtraron con un filtro de membrana de polivinilidenofluoruro de tamario de poro de 0,45 ym
(Millipore®, USA), y el filtrado se diluy6é apropiadamente para el andlisis cuantitativo del IFA.
Las determinaciones cuantitativas se realizaron espectrofotométricamente a 266 nm para
SMZ y a 274 nm para FUR.
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EFECTO DE DIFERENTES AMINOACIDOS

Para determinar que AA origina el mayor efecto solubilizante, se suspendié un exceso del
IFA (50 mg de SMZ o FUR) en 5 mL de una solucion acuosa 10 mM de diferentes AA (leucina,
LEU; isoleucina, ILE; valina, VAL, arginina, ARG; acido aspartico, ASP; acido glutamico, GLU;
histidina, HIS; serina, SER; prolina, PRO vy glicina, GLI) utilizando tubos de vidrio con tapa a

roscay se sigui6 el procedimiento antes descripto.

EFECTO DE LOS SISTEMAS BINARIOS

Se evalud el efecto de HIS y ARG en la solubilidad de SMZ y de ARG, TEA, B-CD y MD
en la solubilidad de FUR. Para ello, un exceso de farmaco fue suspendido en un volumen final
de 5 mL de agua, FGS o PBS, conteniendo cantidades crecientes de los ligandos [HIS (3-20
mM), ARG (3-20 mM), TEA (2-15 mM), B-CD (2-10 mM) y MD (2-10 mM)] segun corresponda
y se siguié el procedimiento antes descripto.

Adicionalmente, a partir de los AS se determiné la estequiometria y las constantes de
formacion (Kc) de los sistemas en solucién utilizando la ecuacion 2.6. Ademas, el incremento
de solubilidad aparente fue calculado a partir del cociente entre la solubilidad méaxima
aparente (Smax) Y So.

EFECTO DE LOS SISTEMAS TERNARIOS

Se evaluo el efecto combinado de ligandos basicos (ARG o TEA) y los oligosacaridos (j3-
CD o MD) sobre la solubilidad de FUR. Para ello, un exceso de farmaco fue suspendido en
un volumen final de 5 mL de agua, FGS o PBS con el agregado de cantidades constantes de
uno de los ligandos y cantidad creciente del otro. Las concentraciones utilizadas de cada
ligando se resumen en la Tabla 2.1. Los tubos se colocaron en el agitador orbital y se sigui6

el mismo procedimiento descripto anteriormente.

A partir de los AS se determiné la estequiometria y las constantes de formacion de los
sistemas ternarios (Kcr) utilizando una adaptacién de la ecuaciéon 2.6, asumiendo que la
concentracion fija de ligando adicionada forma parte del solvente, manteniéndose como una
condicion constante en todos los puntos ensayados y, ademas, So es sustituida por la
solubilidad de FUR en presencia del ligando a concentracion constante: 3 mM de TEA o ARG

y 4 mM de B-CD o MD (So.), resultando en la ecuacion 2.8:

pendiente
KCT -

= Ecuacion (2.8
S,, (1— pendiente) cuacion (2.8)
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Adicionalmente, el incremento de solubilidad aparente fue calculado a partir del cociente

entre la solubilidad maxima aparente (Smax) ¥ SoL.

Tabla 2.1. Cantidad de cada ligando agregada al sistema multicomponente (expresada en mM).

mM
TEA ARG B-CD MD

FUR:TEA:8-CD* | 2,3,6,9,12y 15 - 4 -
FUR:TEA:MD* 2,3,6,9,12y15 - - 4
FUR:ARG:B-CD* - 3,7,10,13,17y 20 4 -
FUR:ARG:MD* - 3,7,10,13,17y 20 - 4
FUR:TEA*:B-CD 3 - 2,3,4,6,8y10 -
FUR:TEA*:MD 3 - - 2,3,4,6,8y10
FUR:ARG*:B-CD - 3 2,3,4,6,8y10 -
FUR:ARG*:MD - 3 - 2,3,4,6,8y10

* Ligando a concentracion fija

Cabe destacar que no se evalué el efecto de los oligosacaridos en la solubilidad de SMZ,
debido a las altas dosis del IFA utilizadas en el tratamiento farmacolégico (de 100 a 800 mg),
lo que imposibilitaria la formulacién de un medicamento con 3-CD o MD para ser administrado

por via oral.

CLASIFICACION DE LOS SISTEMAS DE ACUERDO AL SCB

Con el fin de clasificar a los sistemas desarrollados en solucién en términos de alta/baja
solubilidad, los volimenes necesarios para solubilizar la maxima dosis terapéutica del IFA
(800 mg SMZ y 80 mg FUR) fueron calculados a partir de la maxima solubilidad de los
sistemas en agua, FGS (pH 1,2) y PBS (pH 6,8).

RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS DE SOLUBILIDAD DE SULFAMETOXAZOL

EFECTO DEL MEDIO

Se evalud la solubilidad intrinseca de SMZ en agua, FGS y PBS (Figura 2.2). Los
resultados evidencian que ésta es menor en agua [0,478 (x 0,006) mg/mL] que en FGS [2,04
(x 0,07) mg/mL] y PBS [2,05 (+ 0,02) mg/mL].
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Figura 2.2. Solubilidad intrinseca de SMZ en diferentes medios a 37,0 °C.

Este comportamiento se puede justificar por el estado de ionizacién del farmaco (Figura
2.3) en las diferentes soluciones. En PBS aproximadamente el 7% de SMZ se encuentra en
forma neutra, mientras que el 93% se encuentra ionizado como SMZ', debido a que el valor
de pKa del grupo &cido es de 5,7. Por otro lado, el pKa del grupo bésico es 1,97 por lo que a
pH 1,2, aproximadamente el 14,5% se encuentra neutro y el 85,5% ionizado como SMZ*. En
cambio, al pH de la solucién del IFA en agua (4,7) el 91% se encuentra como SMZ neutro,

produciendo su baja solubilidad.

Smz+
H,N*

Figura 2.3. Equilibrio de ionizacion de SMZ.

EFECTO DE LOS AMINOACIDOS

Con el objetivo de seleccionar el mejor ligando, se estudio el efecto de concentraciones
fijas (10 mM) de varios AA sobre la solubilidad acuosa de SMZ a 37,0 (x 0,1) °C. Se
seleccionaron AA con diferentes caracteristicas &cido-base, entre los que se incluyeron AA

acidos como ASP y GLU, basicos como HIS y ARG y neutros como LEU, ILE, VAL, SER, PRO
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y GLI. Los resultados obtenidos, en cuanto a valores de solubilidad y de pH, se muestran en

la Figura 2.4.

6,0

SMZ (mg/mL)

Agua LEU ILE VAL SER PRO GLI ASP GLU HIS ARG

Figura 2.4. Valor de pH de las soluciones (indicado arriba de cada barra) y efecto de los AA

en la solubilidad acuosa de SMZ (expresada en mg/mL).

Las soluciones de los AA neutros (LEU, ILE, VAL, SER, PRO y GLI) evidencian valores
de pH levemente superiores respecto al valor pH de la solucién de SMZ en agua, aunque
mantienen constante la solubilidad del farmaco respecto a su solubilidad en agua. Mientras
gue ASP y GLU (AA &cidos) reducen la solubilidad de SMZ respecto a su solubilidad en agua.
Sin embargo, este comportamiento no se encuentra asociado simplemente al estado de
ionizacion del IFA ya que aproximadamente el 91% de SMZ se encuentra en forma neutra
tanto en soluciones de pH cercano a 4,7 (pH de una solucion de SMZ en agua) como en
soluciones de pH cercano a 3 (pH evidenciado por las soluciones de AA &cidos) sugiriendo
gue el farmaco con ASP y GLU puede estar formando un sistema que precipita y presenta
una solubilidad menor a la del IFA puro.

A su vez, los AA basicos aumentan la solubilidad de SMZ a 1,38 (+ 0,02) mg/mL para HIS
y a 2,79 (x 0,05) mg/mL para ARG, mejorando la solubilidad del IFA en agua 3 y 6 veces,
respectivamente. Esto podria estar asociado a un efecto del pH de las soluciones (pH de 6,0
para la solucion de HIS y 6,5 para la de ARG) como asi también a una interaccion entre SMZ
y los AA basicos; por lo que, a partir de estos resultados, se seleccionaron HIS y ARG como

ligandos prometedores para continuar el estudio en combinacién con SMZ.
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EFECTO DE LOS SISTEMAS BINARIOS

Se evaluo la solubilidad de SMZ en soluciones de concentraciones crecientes de HIS o
ARG (ambos ligandos en un rango de concentraciones de 3 a 20 mM) en los diferentes medios
(agua, FGS y PBS). A partir de estos resultados, se construyeron los diagramas de solubilidad
de fases graficando la concentracion de SMZ soluble en funcién de las concentraciones de
ligando (Figura 2.5) y se calculé la Kc y el incremento de solubilidad de los sistemas solubles
(Tabla 2.2).

a) 3x10-02- b) 3x10-02,
% 25107024 g 2107024
N N
E A —E— A E
N 1x10-02- o D 1x10-02
L 3 .-:_"'—‘_ .—.7 1
"/—’—._”-./.'/_.1,-./’. |
0 T T T 0 T T T
0 6,0x10-9% 1,2x10-92 1,8x10-02 0 6,0x10-93 1,2x10-92 1,8x10-02
HIS (M) ARG (M)

Figura 2.5. Diagrama de solubilidad de fases a 37,0 °C de SMZ en FGS (e), agua (m) y PBS
(a) conteniendo cantidades crecientes de HIS (a) y ARG (b).

Los resultados obtenidos muestran que la solubilidad de SMZ en FGS se mantiene
constante frente a concentraciones crecientes de HIS o ARG (Figura 2.5). Este
comportamiento se debe a que a pH 1,2 tanto el farmaco (Figura 2.3) como los AA (Figura
2.6) se encuentran ionizados en sus formas SMZ*, HIS*™ y ARG* probablemente

imposibilitando la interaccion entre ellos.

En agua se observaron isotermas de tipo AL con aumento lineal en la solubilidad de SMZ
a medida que incrementa la concentracion de ambos ligandos. Como se puede apreciar en la
Figura 2.7, para el sistema con HIS el aumento de la solubilidad es de 0,809 (+ 0,008) mg/mL
(en una solucion 3 mMy pH 5,6) a 1,82 (+ 0,01) mg/mL (en una solucién 20 mM y pH 6,2),
mientras que para el sistema con ARG es de 1,11 (+ 0,03) mg/mL (en una solucion 3 mM y
pH 6,2) a 4,98 (+ 0,06) mg/mL (en una solucién 20 mMy pH 6,8). El aumento en la solubilidad
del IFA puede atribuirse a que al incrementar el pH del medio (Figura 2.7) aumenta la

proporcion de SMZ ionizado (SMZ’) que puede interaccionar con los AA (HIS* y ARG?).
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Figura 2.6. Equilibrios de ionizacion de HIS (a) y ARG (b).

Sin embargo, en PBS el agregado de HIS y ARG genera efectos diferenciados sobre la
solubilidad de SMZ (Figura 2.5). En el perfil de solubilidad con concentraciones crecientes de
HIS (Figura 2.7), se mantiene la solubilidad intrinseca del IFA (aproximadamente 2 mg/mL)
hasta la solucién de concentracién 7 mM del AA, seguidamente la solubilidad de SMZ aumenta
linealmente hasta alcanzar una solubilidad de 3,1 (+ 0,1) mg/mL en la solucién de
concentracion 13 mM de HIS, para luego mantenerse constante en 3,1 mg/mL hasta la
solucién de concentracion de HIS 20 mM. Por otro lado, en presencia de ARG el incremento
de la solubilidad es lineal observandose una isoterma del tipo A, (Figura 2.5) y un aumento de
3,09 (x 0,06) mg/mL (en una solucién 3 mM) a 7,0 (x 0,2) mg/mL (en una solucién 20 mM)
(Figura 2.7). En este caso, el efecto producido sobre la solubilidad de SMZ por ARG y PBS es
aditivo en todos los puntos del analisis. Por ejemplo, en la solucion conteniendo una
concentracion 20 mM de ARG, el aumento observado en la solubilidad del IFA es igual al
incremento dado por el AA en agua [4,98 (= 0,06) mg/mL en la solucion 20 mM] sumado a la
solubilidad intrinseca de SMZ en PBS [2,05 (£ 0,02) mg/mL].
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Figura 2.7. Valor de pH de las soluciones (indicado arriba de cada barra) e incremento en la
solubilidad de SMZ (expresada en mg/mL) en FGS (fucsia), agua (azul) y PBS (verde) en
funcién de cantidades crecientes de HIS (a) y ARG (b).

El AS sugiere la formacién de sistemas solubles de estequiometria 1:1 entre SMZ e HIS
en agua y entre SMZ y ARG en agua y PBS ya que en esos diagramas de solubilidad la

porcion lineal inicial posee una pendiente menor a 1.

Se calcul6 el valor de K¢ de los sistemas a partir de la porcién lineal del diagrama utilizando
la ecuacién 2.6 (Tabla 2.2). El valor de Kc para el sistema SMZ:HIS en agua es de 160 M?;
esta constante sugiere una interaccion débil que puede estar asociada a la ionizacién de SMZ
a los valores de pH de las soluciones de HIS (entre 5,6 y 6,2) ya que, aproximadamente el
50% de SMZ (pKa 5,7) se encuentra como especie neutra dificultando la interaccion con HIS

que se encuentra parcialmente ionizada en su forma HIS".

Tabla 2.2. Valores de solubilidad intrinseca (So), solubilidad maxima (Smax), constantes de
formacion (Kc¢) e incrementos de solubilidad (Smax/So) para los sistemas binarios SMZ:AA
obtenidos a partir de los andlisis de solubilidad de fases.

Agua FGS PBS
SMz So (mg/mL) 0,478 + 0,006 2,04 0,07 2,05 £0,02
Smax (Mg/mL) 1,82 +0,01 2,11+ 0,01 31+0,1
SMZ:HIS Ke (M1 160 £ 5 - -
Smax/So 3,8 1 1,5
Smax (Mg/mL) 4,98 + 0,06 2,19 £ 0,03 7,0+0,2
SMZ:ARG Ke (M1 (444 + 2) 10* - (533 +2) 10t
Smax/So 10,4 1 34
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Por otro lado, para SMZ:ARG, el valor de K¢ es de 4440 M? en agua y de 5330 M en
PBS. Estos valores de K¢ sugieren una interaccion fuerte entre los componentes ya que el
porcentaje del farmaco ionizado como SMZ™ va incrementando a medida que aumentan los
valores de pH de las soluciones de ARG (entre 6,2 y 6,9) y el 99,9% del AA se encuentra

ionizado como ARG".

Como resumen se puede decir que los sistemas obtenidos no ejercen efecto sobre la
solubilidad de SMZ en FGS debido a que no se genera interaccion entre los componentes (el
85,5% del IFA se encuentra ionizado como SMZ* y los AA completamente ionizados como
HIS** y ARG*). En PBS (donde los componentes se encuentran ionizados como SMZ", HIS*
y ARG") sélo se observa incremento en la solubilidad de SMZ a altas concentraciones de HIS,
mientras que para el caso de ARG, el incremento en la solubilidad es lineal a medida que
aumenta la concentraciéon de ligando. En agua (donde los componentes se encuentran
ionizados como SMZ", HIS* y ARG") se observa un incremento lineal en la solubilidad de SMZ
a medida que aumenta la concentracion de ambos ligandos sugiriendo una interaccién
SMZ:AA del tipo ionica.

CLASIFICACION DE LOS SISTEMAS DE SMZ DE ACUERDO AL SCB

El SCB establece que un IFA es considerado de alta solubilidad cuando su mayor dosis
terapéutica es soluble en un volumen de medio acuoso igual 0 menor a 250 mL en un rango
de pH entre 1y 7,5.2° En consecuencia, se calculé el volumen necesario para solubilizar 800
mg de SMZ (libre y en los sistemas) a partir de los valores de solubilidad determinados en
agua, FGS y PBS mediante el analisis de solubilidad realizado con el objetivo de clasificar a

los sistemas como de alta/baja solubilidad.

Tabla 2.3. Solubilidad y volumen necesario para solubilizar 800 mg de SMZ libre y en los sistemas.

S (mg/mL) Volumen necesario (mL)
SISTEMA
Agua FGS PBS Agua FGS PBS
SMz 0,478 2,04 2,05 1674 392 390
SMZ:HIS 1,82 2,11 31 439 379 258
SMZ:ARG 4,98 2,19 7,0 161 365 114

Como se puede observar en la Tabla 2.3, el volumen necesario para solubilizar la mayor
dosis terapéutica de SMZ es mayor a 250 mL en agua, FGS y PBS, por lo que se confirma

gue SMZ es un IFA de baja solubilidad en los tres medios.
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Asimismo, se observa que al combinar el IFA con HIS el volumen disminuye
significativamente en agua (de 1674 a 439 mL) y PBS (de 390 a 258 mL) y levemente en FSG
(de 391 a 379 mL), pero sigue siendo mayor a 250 mL por lo que el sistema SMZ:HIS puede

clasificarse como un sistema de baja solubilidad en los tres medios.

Al combinar SMZ con ARG el volumen necesario para solubilizar al IFA disminuye
levemente en FGS y el sistema SMZ:ARG puede clasificarse como altamente soluble tanto
en agua como en PBS.

ANALISIS DE SOLUBILIDAD DE FUROSEMIDA

EFECTO DEL MEDIO

Se evalud la solubilidad intrinseca de FUR (Figura 2.8) en agua, FGS y PBS. Los
resultados muestran que la solubilidad en FGS [0,0158 (x 0,0005) mg/mL] es menor a la
solubilidad en agua [0,047 (x 0,003) mg/mL] y ésta, a su vez, es menor que en PBS [2,122 (+
0,003) mg/mL].

2,51
2,01
1,51

1,0+
0,050 ¢

FUR (mg/mL)

0,025+

0,000-

FGS AGUA PBS

Figura 2.8. Solubilidad intrinseca de FUR en diferentes medios a 37,0 °C.

Este comportamiento se puede justificar por el estado de ionizacién del IFA en las
diferentes soluciones (Figura 2.9). El valor de pKa del grupo acido es de 3,8 por lo que en PBS
el 99,9% del farmaco se encuentra ionizado como FUR™ explicando asi su alta solubilidad. A
pH 1,2 aproximadamente el 99,9% del IFA se encuentra neutro, lo cual est4 en concordancia
con la baja solubilidad de FUR en FGS. En la solucion acuosa de pH 4,2, el 28,5% se

encuentra como FUR neutra y el 71,5% como especie ionizada.
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Figura 2.9. Equilibrio de ionizacion de FUR.

EFECTO DE LOS AMINOACIDOS

Con el propésito de seleccionar un ligando adecuado, se investigd el efecto de
concentraciones fijas (10 mM) de varios AA sobre la solubilidad en medio acuoso de FUR a
37,0 (x 0,1) °C. Los AA seleccionados vy el criterio de eleccién fueron descriptos para los
estudios de SMZ.
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Figura 2.10. Valor de pH de las soluciones (indicado arriba de cada barra) y efecto de los

AA en la solubilidad acuosa de FUR (expresada en mg/mL).

Como se puede apreciar en la Figura 2.10, los resultados evidencian que los AA neutros
LEU, ILE y VAL duplican aproximadamente la solubilidad del farmaco en agua. A su vez, SER,
PRO y GLI (también AA neutros) la mantienen mientras que ASP y GLU (ambos AA &cidos)
la reducen.

Teniendo en cuenta los valores de pH de las diferentes soluciones se puede concluir que
la solubilidad de FUR disminuye con los AA acidos ya que en las soluciones de pH 3,2y 3,5
aumenta el porcentaje del farmaco neutro. Por otro lado, en todas las soluciones de AA
neutros los valores de pH se mantienen alrededor de 5, sin embargo, tres de los AA neutros

estudiados mantienen la solubilidad en medio acuoso del IFA mientras que los otros tres AA
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la duplican. A partir de estos resultados se podria estimar que FUR no interacciona con SER,

PRO y GLI y que forma sistemas levemente solubles con LEU, ILE y VAL.

Se observa también que los AA basicos aumentan notablemente la solubilidad de FUR en
agua donde HIS la incrementa 44 veces y ARG la mejora 77 veces. El comportamiento en
presencia de HIS [2,08 (x 0,01) mg/mL] podria atribuirse simplemente a un efecto del pH de
la solucién, ya que la solubilidad alcanzada es similar a la evidenciada por el IFA libre en PBS
[2,122 (+ 0,003) mg/mL]. Por otro lado, con ARG la solubilidad es considerablemente mayor
[3,61 (+ 0,03) mg/mL] que la solubilidad intrinseca del IFA en PBS [2,122 (+ 0,003) mg/mL] lo
que permite sugerir que existe interaccion entre FUR y el AA. A partir de estos resultados, se

selecciona ARG como el mejor candidato para continuar con los estudios de solubilidad.

EFECTO DE LOS SISTEMAS BINARIOS
LIGANDOS BASICOS: ARG y TEA

Teniendo en cuenta que FUR es un IFA que presenta caracteristicas acidas, se
seleccionaron dos ligandos basicos (ARG y TEA) para ser exhaustivamente evaluados como
posibles potenciadores de la solubilidad del farmaco. La eleccién de esta alcanolamina se
debe a que este ligando se encuentra completamente ionizado como TEA™ en soluciones de
pH menor o igual a 5,8 (Figura 2.11) y ademas por sus antecedentes como posible potenciador

de la permeacién.®

HO\/\NH,,/\/OH pKa=7,8 HO\/\N/\/OH

-H
—
4—
TEA* +H TEA \
OH OH

Figura 2.11. Equilibrio de ionizacion de TEA.

Se evalué la solubilidad de FUR en soluciones de concentraciones crecientes de TEA
(entre 2y 15 mM) y ARG (entre 3y 20 mM) en los diferentes medios (agua, FGS y PBS) y se
construyeron los diagramas de solubilidad de fases (Figura 2.12). Adicionalmente, se calcul6

la Kc y el incremento de solubilidad de los sistemas solubles (Tabla 2.4).
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Figura 2.12. Diagrama de solubilidad de fases a 37,0 °C de FUR en FGS (e), agua (m) y
PBS (a) conteniendo cantidades crecientes de TEA (a) y ARG (b).

En FGS los resultados evidencian que la solubilidad de FUR se mantiene constante frente
a concentraciones crecientes de TEA o ARG ya que el farmaco no interacciona con los
ligandos basicos por que se encuentra en su forma neutra. En agua y en PBS se observa un
incremento lineal en la solubilidad de FUR a medida que aumenta la concentracién de cada

ligando, mostrando isotermas del tipo A,.

En la Figura 2.13 se puede apreciar que TEA aumenta la solubilidad de FUR en agua de
0,54 (+ 0,01) mg/mL (en una solucién 2 mM y pH 5,5) a 4,3 (£ 0,1) mg/mL (en una solucién
15 mMy pH 6,3), mientras que para el sistema con ARG la solubilidad de FUR se incrementa
de 0,93 (= 0,03) mg/mL (en una solucion 3 mM y pH 5,6) a 5,28 (+ 0,03) mg/mL (en una
solucion 20 mM y pH 6,3). Este comportamiento puede atribuirse a que el incremento del pH
de las soluciones aumenta el porcentaje de FUR" disponible para interaccionar con TEA* y
ARG".

La solubilidad maxima alcanzada por los sistemas binarios en PBS es mayor que la
lograda en agua, con TEA incrementa de 2,86 (+ 0,02) mg/mL a 7,26 (x 0,05) mg/mL (en
soluciones 3 y 15 mM, respectivamente) y con ARG aumenta de 3,73 (+ 0,06) mg/mL a 9,38
(= 0,04) mg/mL (en soluciones 3y 20 mM, respectivamente). A partir de estos resultados, se
puede sugerir que la combinacion de un ligando basico con PBS produce un efecto sinérgico
sobre la solubilidad de FUR en todos los puntos de analisis. Por ejemplo, el aumento
evidenciado en la solubilidad del IFA es mayor al incremento dado por TEA [4,3 (£ 0,1) mg/mL
en una solucién 15 mM] o ARG [5,28 (+ 0,03) mg/mL en una solucion 20 mM] en agua sumado
a la solubilidad intrinseca de FUR en PBS [2,122 (+ 0,003) mg/mL].

Debido a que la porcion lineal de los diagramas de solubilidad posee pendiente menor o
igual a 1, se puede indicar la formacion de sistemas solubles de estequiometria 1:1 entre FUR

y TEA, asi como entre FUR y ARG, tanto en agua como en PBS.
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Figura 2.13. Valor de pH de las soluciones (indicado arriba de cada barra) e incremento en

la solubilidad de FUR (expresada en mg/mL) en FGS (fucsia), agua (azul) y PBS (verde) en

funcién de cantidades crecientes de TEA (a) y ARG (b).

A partir de la pendiente de los diagramas de tipo AL se calculé el valor de K¢ de los
sistemas utilizando la ecuacion 2.6 (Tabla 2.4). El valor de K¢ del sistema FUR:TEA es de
77525 M1 en agua y de 11004 M* en PBS, mientras que para el sistema FUR:ARG es de
13875 M en agua y de 3050 M* en PBS. Estos altos valores K¢ sugieren una interaccion
fuerte en los sistemas formados debido a que tanto TEA como ARG se encuentran ionizados

como TEA" y ARG", respectivamente y el porcentaje de FUR" va incrementando a medida que

aumentan los valores de pH de las soluciones favoreciendo la interaccién ionica entre los

componentes.

Tabla 2.4. Valores de solubilidad intrinseca (So), solubilidad maxima (Smax), constantes de
formacion (Kc) e incrementos de solubilidad (Smax/So) para los sistemas binarios FUR:TEA vy
FUR:ARG obtenidos a partir de los andlisis de solubilidad de fases.

Agua FGS PBS
FUR So (mg/mL) 0,047 + 0,003 0,0158 + 0,0005 2,122 + 0,003
Smax (Mg/mL) 43+0,1 0,017 + 0,001 7,26 £ 0,05
FUR:TEA Ke (M) (7752 + 7) 10t - (1100 + 9) 10t
Smax/So 91 1 3,4
Smax (Mg/mL) 5,28 £ 0,03 0,017 + 0,002 9,38 £ 0,04
FUR:ARG Ke (M) (1387 + 4) 10t - (305 + 1) 101
Smax/So 112 1 4.4

A partir de todos estos datos se evidencia que la interaccion entre el IFA y los ligandos

béasicos es de tipo idnica, ya que no se observa aumento en la solubilidad cuando el farmaco
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se encuentra completamente neutro (FUR 99% neutra en FGS a pH 1,2), mientras que la

solubilidad incrementa a medida que aumenta el porcentaje de FUR".

OLIGOSACARIDOS: B-CD y MD
Se evalud la solubilidad de FUR ante la presencia de B-CD y MD (ambos ligandos en un
rango de concentraciones de 2 a 10 mM) en los diferentes medios (agua, FGS y PBS) y se

construyeron los diagramas de solubilidad de fases.

a) 8x10-03 b) 8x10-93-
6x1003f e 6x10f — ¢+ L,
E 4x10-03 g 4x10-03
14 <1004 o 1004
E 4,5x10 x 4,5:10-04
3,0x10-4 w 3,0x10-04 /J/',//f
e " P
L —— e St
ol T L] L] O — T T T
0 3x10-03 6x10-02 9x10-03 0 3x10-03 6x10-03 9x10-03
B-CD (M) MD (M)

Figura 2.14. Diagrama de solubilidad de fases a 37,0 °C de FUR en FGS (e), agua (m) y
PBS (a) conteniendo cantidades crecientes de 3-CD (a) y MD (b).

El analisis de los perfiles de los sistemas binarios entre FUR y los oligosacaridos muestra
gue la solubilidad del IFA en FGS, donde se encuentra completamente neutro, aumenta a
medida que se incrementa la concentracion de los ligandos sugiriendo que se producen
interacciones entre FUR y ambos oligosacaridos. Para el caso de 3-CD se observa un peffil
del tipo AL ya que el incremento de la solubilidad es lineal, mientras que para el caso de MD
puede apreciarse un perfil del tipo Ap, donde el aumento es lineal hasta 6x10° M y luego se

observa una desviacién positiva a altas concentraciones de ligando (Figura 2.14).

En agua se observa un incremento lineal en la solubilidad de FUR a medida que aumenta
la concentracion de ambos ligandos mostrando isotermas de tipo A.. En PBS la solubilidad de
FUR se mantiene constante frente a concentraciones crecientes de los oligosacaridos
observandose perfiles del tipo B,. Estos resultados confirman los evidenciados en FGS,
indicando que las interacciones entre FUR y los oligosacaridos se generan cuando el IFA se
encuentra neutro (ya que tanto en agua como en FGS existe farmaco neutro en solucion,

mientras que el IFA se encuentra completamente ionizado en PBS).
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Figura 2.15. Valor de pH de las soluciones (indicado arriba de cada barra) e incremento en
la solubilidad de FUR (expresada en mg/mL) en FGS (fucsia), agua (azul) y PBS (verde) en
funcion de cantidades crecientes de 3-CD (a) y MD (b).

En FGS (Figura 2.15), B-CD aumenta la solubilidad de FUR de 0,028 (+ 0,001) mg/mL a
0,052 (+ 0,001) mg/mL (en soluciones 2 y 10 mM, respectivamente), mientras que MD la
incrementa de 0,027 (x 0,001) mg/mL a 0,098 (£ 0,005) mg/mL (en soluciones 2 y 10 mM,
respectivamente). También se observa que en PBS al aumentar la concentracion de
oligosacaridos la solubilidad de FUR se mantiene en alrededor de 2,1 mg/mL. En agua, el
incremento en la solubilidad con el agregado de 3-CD va de 0,052 (+ 0,004) mg/mL a 0,075
(x 0,002) mg/mL (en soluciones 2 y 10 mM, respectivamente), asi como de 0,023 (x 0,001)
mg/mL a 0,184 (x 0,003) mg/mL con MD (en soluciones 2 y 10 mM, respectivamente).
Teniendo en cuenta estos resultados y los valores de pH de las diferentes soluciones (Figura
2.15) se puede confirmar que la solubilidad de FUR en PBS esta dada simplemente por el pH
del medio, mientras que en agua y en FGS se originan sistemas solubles entre FUR y ambos

oligosacaridos.

A partir de la porcion lineal de los perfiles de solubilidad se calculé el valor de K¢ (Tabla
2.5) de los sistemas utilizando la ecuacién 2.6 y se confirmé la formacién de sistemas solubles

de estequiometria 1:1 para ambos oligosacaridos en agua y en FGS.

Para el sistema FUR:B-CD el valor de Kc es de 67 M en agua y de 133 M'en FGS,
mientras que para el sistema FUR:MD es de 225 M en agua 'y de 375 M* en FGS. Los valores
de Kc sugieren que la interaccién entre los componentes es mas débil en agua que en FGS,
lo que probablemente esté asociado al estado parcialmente ionizado de FUR en agua,
confirmando que la interaccion entre FUR y los oligosacéaridos se genera principalmente

cuando el IFA se encuentra en forma neutra.
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Tabla 2.5. Valores de solubilidad intrinseca (So), solubilidad méaxima (Smax), constantes de
formacion (Kc) e incrementos de solubilidad (Smax/So) para los sistemas binarios FUR:3-CD y
FUR:MD obtenidos a partir de los analisis de solubilidad de fases.

Agua FGS PBS
FUR So (mg/mL) 0,047 + 0,003 0,0158 + 0,0005 2,122 + 0,003
Smax (Mg/mL) 0,075 + 0,002 0,052 + 0,001 2,17 £ 0,02
FUR:B-CD K¢ (M) 67 %2 133+8 -
Smax/So 1,6 3,3 1
Smax (Mg/mL) 0,184 + 0,003 0,098 + 0,005 2,19+ 0,03
FUR:MD Ke (M) (22 + 1) 10t (37 + 2) 10t -
Smax/So 3,9 6,2 1

Como resumen de los sistemas binarios se puede concluir que los ligandos basicos (TEA
y ARG) no ejercen un efecto sobre la solubilidad de FUR en FGS (donde el 99,9% de FUR se
encuentra en forma neutra), mientras que los oligosacéaridos favorecen la solubilidad del
farmaco debido a que interaccionan con éste cuando se encuentra neutro. Por el contrario, en
PBS (donde el 99,9% del IFA se encuentra como FUR") se observa el efecto inverso, es decir,
la solubilidad de FUR se incrementa con el agregado de los ligandos béasicos, pero no se
modifica en presencia de los oligosacaridos debido a que la interaccion de FUR con TEA y

ARG es de tipo i6nica.

Tanto los ligandos basicos como los oligosacéaridos ejercen un efecto positivo sobre la
solubilidad de FUR en agua debido a la ionizacion parcial del farmaco. Si bien el efecto ante
el agregado de concentraciones crecientes de ligando es lineal en todos los casos, el resultado
observado es significativamente menor con los oligosacaridos. El incremento evidenciado,
con respecto a la solubilidad intrinseca de FUR en agua, en soluciones 10 mM de ligando es

de 1,6 veces con B-CD, de 3,9 veces con MD, de 48 veces con TEA y de 77 veces con ARG.

EFECTO DE LOS SISTEMAS TERNARIOS
CON CONCENTRACION FIJA DE OLIGOSACARIDOS

Se evalué la solubilidad de FUR en sistemas multicomponentes, o sistemas ternarios, para
lo cual se analizaron soluciones conteniendo concentraciones fijas de los oligosacéaridos en
estudio (4 mM) y concentraciones crecientes de los ligandos basicos (TEA de 2 a 15 mM y
ARG de 3 a 20 mM) en los diferentes medios (agua, FGS y PBS) y se construyeron los
diagramas de solubilidad de fases. Para una mejor interpretacion de los resultados, se
compararon los datos obtenidos para estos sistemas ternarios con los resultados de los

sistemas binarios FUR:BASES y con los de las soluciones 4 mM de los oligosacaridos.
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Figura 2.16. Diagrama de solubilidad de fases a 37,0 °C de FUR en FGS (e), agua (m) y
PBS (a) conteniendo TEA(2-15 mM):-CD(4 mM) (a), TEA(2-15 mM):MD(4 mM) (b), ARG(3-
20 mM):B-CD(4 mM) (c) y ARG(3-20 mM):MD(4 mM) (d).

En FGS se evidencia que la solubilidad de FUR se mantiene constante en los sistemas
ternarios’ al aumentar la concentracion de ligando, observandose perfiles del tipo B, (Figura
2.16). Este efecto es equivalente al determinado para los sistemas binarios FUR:TEA y
FUR:ARG (Figura 2.13) donde la solubilidad alcanzada en FGS es similar a la solubilidad
intrinseca de FUR (0,016 mg/mL). Sin embargo, en estos sistemas ternarios (Figura 2.17) la
solubilidad se mantiene constante alrededor de 0,03 mg/mL en los sistemas con B-CD y de
0,04 mg/mL en los sistemas con MD; dichas solubilidades son semejantes a las evidenciadas
en los sistemas binarios con 3-CD y MD a concentracion 4 mM (Figura 2.15) lo que sugiere
que el incremento en la solubilidad del IFA es atribuible al efecto del oligosacarido involucrado
en el sistema ternario.

Este comportamiento puede atribuirse a que FUR se encuentra completamente en estado
neutro en FGS por lo que sélo interacciona con los oligosacaridos y dado que los sistemas
ternarios contienen concentracion fija de B-CD y MD, la solubilidad del farmaco se mantiene

constante.

vV Sistemas ternarios con concentraciones crecientes de TEA o ARG y concentraciones fijas de oligosacaridos
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Figura 2.17. Valor de pH de las soluciones (indicado arriba de cada barra) e incremento en

la solubilidad de FUR (expresada en mg/mL) en FGS (fucsia), agua (azul) y PBS (verde) en

funcién de TEA(2-15 mM):3-CD(4 mM) (a), TEA(2-15 mM):MD(4 mM) (b), ARG(3-20 mM):B-
CD(4 mM) (c) y ARG(3-20 mM):MD(4 mM) (d).

Al igual que en los sistemas binarios FUR:TEA y FUR:ARG, estos sistemas ternarios
generan un incremento lineal en la solubilidad de FUR en agua y en PBS mostrando isotermas
del tipo A_ (Figura 2.16).

En agua, para los sistemas ternarios conteniendo TEA la solubilidad maxima alcanzada
por FUR esta dada principalmente por el efecto del ligando basico ya que en el sistema binario
FUR:TEA la solubilidad maxima es de 4,3 mg/mL, mientras que en los sistemas ternarios es
de 4,3 mg/mL con B-CD y de 4,5 mg/mL con MD. Por otro lado, para los sistemas ternarios
conteniendo ARG se observa un efecto sinérgico entre el AA y los oligosacéridos ya que la
concentracion maxima de FUR aumenta de 5,3 mg/mL (en el sistema binario FUR:ARG) a 6,3
mg/mL en ambos sistemas ternarios. Estos resultados son consistentes con los expuestos
anteriormente ya que a los valores de pH de las soluciones de los sistemas ternarios en agua
el farmaco se encuentra principalmente en su forma ionizada (FUR’), siendo capaz de
interaccionar con TEA* y ARG®. Adicionalmente, para los sistemas multicomponentes
conteniendo ARG se podria suponer que el sistema FUR:ARG formado en solucion es capaz

de interaccionar con los oligosacaridos incrementando atin mas la solubilidad del IFA en agua.
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En PBS, para el sistema ternario conteniendo TEA y B-CD se observa un efecto
antagonico con una disminucion de la méaxima solubilidad alcanzada por FUR de 7,26 mg/mL
(en el sistema binario FUR:TEA) a 6,08 (x 0,03) mg/mL en la solucién de concentracion 15
mM de TEA y 4 mM de B-CD. Mientras que, cuando se combinan TEA y MD se observa un
efecto levemente sinérgico aumentando la méxima solubilidad alcanzada por FUR (en el
sistema FUR:TEA) a 8,1 (x 0,1) mg/mL en la solucién de concentracion 15 mM de TEA y 4
mM de MD. Este comportamiento permite sugerir que B-CD incluye parcialmente a TEA en su
cavidad impidiendo que interactie con FUR, mientras que MD incluye al sistema FUR:TEA
aumentando asi la solubilidad del farmaco. Por otro lado, el sistema ternario conteniendo ARG
y B-CD produce un efecto sinérgico aumentando la maxima solubilidad alcanzada por el IFA
de 9,38 mg/mL (en el sistema binario FUR:ARG) a 10,19 (+ 0,07) mg/mL en la solucién de
concentracion 20 mM de ARG y 4 mM de B3-CD. Mientras que para el sistema que combina
ARG y MD, se observa un efecto antagénico donde la méaxima solubilidad alcanzada por FUR
(en el sistema FUR:ARG) disminuye a 7,5 (+ 0,3) mg/mL mL en la solucion de concentracién
20 mM de ARG y 4 mM de MD. El comportamiento observado sugiere que (B-CD incluye al
sistema FUR:ARG en su cavidad aumentando la solubilidad del farmaco en PBS, mientras
que MD incluye a ARG libre en la cavidad de su hélice impidiendo que interactie con FUR en

solucion.

Tabla 2.6. Valores de solubilidad intrinseca (Sou), solubilidad maxima (Smax), constantes de
formacion (Kcr) e incrementos de solubilidad (Sma/Sol) para los sistemas ternarios con
concentraciones fijas de los oligosacaridos obtenidos a partir de los analisis de solubilidad de
fases.

Agua FGS PBS
FUR:B-CD* So. (mg/mL) 0,051 + 0,002 0,030 + 0,003 2,022 £ 0,004
Smax (Mg/mL) 4,3+0,2 0,031 + 0,001 6,08 £ 0,03
FUR:TEA:B-CD* Ker (M) (868 + 1) 102 - 770+9
Smax/SoL 84 1 3
Smax (Mg/mL) 6,3+0,3 0,031 + 0,002 10,19 + 0,07
FUR:ARG:B-CD* Ker (M) (1122 + 6) 10! - 919+ 8
Smax/SoL 123 1 5
FUR:MD* So. (mg/mL) 0,049 + 0,003 0,036 + 0,003 2,099 + 0,003
Smax (Mg/mL) 45+0,2 0,038 + 0,003 8,1+0,1
FUR:TEA:MD* Ker (M) (1167 + 2) 102 - (118 + 1) 10*
Smax/SoL 92 1 38
Smax (Mg/mL) 6,3+0,1 0,039 + 0,002 7,5+0,3
FUR:ARG:MD* Kcr (M) (2400 + 3) 102 - 527 +6
Smax/SoL 133 1 3,6

* Ligando a concentracion fija
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Debido a que la porcion lineal de los diagramas de solubilidad posee pendiente menor a
1, se puede indicar que la estequiometria de los sistemas binarios FUR:TEA y FUR:ARG se
mantiene en 1:1, tanto en agua como en PBS, cuando se agregan concentraciones fijas de
los oligosacaridos, originAndose sistemas ternarios de estequiometria 1:1:1. Ademas, el valor
de Kcr en agua (Tabla 2.6) es superior, o igual, al de los sistemas binarios (Tabla 2.4),
indicando que los oligosacaridos favorecerian la formacién de los sistemas FUR:TEA y
FUR:ARG. Por el contrario, los valores de Kctr en PBS son inferiores a los de los sistemas
binarios sugiriendo que en este medio los oligosacéaridos desfavorecen la formacién de los

sistemas binarios.

CON CONCENTRACION FIJA DE LIGANDOS BASICOS

Se evaluo la solubilidad de FUR en soluciones de concentraciones crecientes de los
oligosacéridos (ambos de 2 a 10 mM) y concentraciones fijas de las bases (3 mM) en los
diferentes medios (agua, FGS y PBS) y se construyeron los diagramas de solubilidad de fases.
Los resultados de estos sistemas multicomponentes se compararon con los resultados de los
sistemas binarios FUR:OLIGOSACARIDO y con los resultados de solubilidad de las
soluciones 3 mM de los ligandos basicos.

En la Figura 2.18 se puede apreciar que en FGS la solubilidad de FUR aumenta a medida
gue aumenta la concentracién de ligando en todos los sistemas multicomponentes; este
mismo comportamiento se observé en los sistemas binarios en los que aumenta la
concentracion de oligosacérido. Para ambos sistemas ternarios con 3-CD se observan perfiles
del tipo AL, donde la solubilidad esta dada simplemente por la concentracion de la CD y no se
aprecia efecto de los ligandos basicos, lo que puede atribuirse a que en FGS los ligandos

béasicos no interaccionan con el IFA neutro.

Para los sistemas con MD se observa un perfil del tipo Ar con TEA y un perfil del tipo Ac
con ARG en FGS. En ambos sistemas ternarios la solubilidad de FUR esta influenciada por el
efecto de MD hasta una concentracién 6 mM de oligosacarido, mientras que en las soluciones
de ligando basico 3mMy de MD 8 mM o 10 mM el efecto sobre la solubilidad de FUR originado
por ambos componentes es antagénico. A éstas concentraciones de MD el agregado de los
ligandos basicos disminuye la solubilidad de FUR con respecto a su solubilidad en las
soluciones de MD 8 mM y 10 mM en el sistema binario FUR:MD; este comportamiento podria
deberse a que los ligandos basicos libres compiten con FUR por la cavidad de la hélice de
MD.
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Figura 2.18. Diagrama de solubilidad de fases a 37,0 °C de FUR en FGS (e), agua (m) y
PBS (a) conteniendo TEA(3 mM):B-CD(2-10 mM) (a), ARG(3 mM): B-CD(2-10 mM) (b),
TEA(3 mM):MD(2-10 mM) (c) y ARG(3 mM):MD(2-10 mM) (d).

En agua, para ambos sistemas ternarios con B-CD y para el sistema ternario constituido
por MD y ARG se pueden observar perfiles del tipo B, sin modificacion de la solubilidad de
FUR a medida que aumenta la concentraciéon de ligando (Figura 2.18). En estos sistemas
multicomponentes, la solubilidad observada estd4 dada por la concentracion de los ligandos
béasicos (3 mM) y se mantiene alrededor de 0,93 mg/mL para los sistemas ternarios con ARG
y cercana a 0,87 mg/mL para el sistema con TEA y B-CD (Figura 2.19). El sistema ternario
conteniendo TEA (3 mM) y MD presenta un perfil de tipo Aer donde la solubilidad del IFA se
mantiene alrededor de 0,87 mg/mL hasta una concentracion 6 mM de MD y a concentraciones
mayores de ésta se observa un efecto sinérgico entre los componentes con incremento de la
solubilidad de FUR. Este efecto podria atribuirse a una posible inclusién del sistema soluble

FUR:TEA en la cavidad de la hélice de MD.

En PBS, los perfiles de los sistemas multicomponentes TEA:B-CD y ARG:MD muestran
gue la solubilidad de FUR se mantiene cercana a 3,15 mg/mL y a 3,7 mg/mL que es la
solubilidad que presentan los sistemas binarios FUR:TEA y FUR:ARG, respectivamente. Esto
indica que la solubilidad observada para estos sistemas ternarios se debe netamente al efecto
de los ligandos basicos. El sistema ternario con -CD y ARG muestra un efecto sinérgico entre

los componentes, ya que se observa un aumento leve en la solubilidad de FUR de 3,7 mg/mL
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a 4,1 mg/mL. Esto sugiere la inclusion del sistema soluble FUR:ARG en la cavidad de la 3-CD
lo que genera un efecto positivo sobre la solubilidad del IFA. El sistema ternario con TEA y
MD presenta un perfil de tipo Ap (Figura 2.18c¢) y la solubilidad se mantiene alrededor de 3,15
mg/mL hasta la concentracion 6 mM de MD y luego presenta un marcado incremento. Esto
podria deberse a la inclusion del sistema soluble FUR:TEA en la cavidad de la hélice de la
MD.
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Figura 2.19. Valor de pH de las soluciones (indicado arriba de cada barra) e incremento en
la solubilidad de FUR (expresada en mg/mL) en FGS (fucsia), agua (azul) y PBS (verde) en
funcién de TEA(3 mM):3-CD(2-10 mM) (a), ARG(3 mM):B-CD(2-10 mM) (b), TEA(3
mM):MD(2-10 mM) (c) y ARG(3 mM):MD(2-10 mM) (d).

A partir de la pendiente de los diagramas de solubilidad se determina que la
estequiometria de los sistemas FUR:B-CD y FUR:MD es 1:1 en FGS cuando se agregan
concentraciones fijas de los ligandos bésicos, originAndose sistemas ternarios de

estequiometria 1:1:1.

En la tabla 2.7 se puede apreciar que los valores de Kcr para los sistemas ternarios en
FGS son similares al valor de K¢ del sistema binario con 3-CD pero inferiores al del sistema
con MD (Tabla 2.5). Esto sustenta los resultados previos y confirma que los ligandos basicos
desfavorecen la formacion de un sistema soluble entre FUR y MD en FGS ya que compiten
66



Estudios en Solucion

con el farmaco por la cavidad de la hélice de MD. En agua, la interaccion de los oligosacaridos
con FUR es menor en los sistemas ternarios debido a que el incremento de solubilidad esta
dado, principalmente, por los ligandos basicos. El valor alto de K¢t del sistema FUR:TEA:MD
en PBS sugiere una interaccion fuerte entre los componentes a altas concentraciones de MD,

reforzando los resultados descriptos anteriormente.

Tabla 2.7. Valores de solubilidad intrinseca (Sou), solubilidad maxima (Smax), constantes de
formacion (Kcr) e incrementos de solubilidad (Sma/Sol) para los sistemas ternarios con
concentraciones fijas de los oligosacaridos obtenidos a partir de los analisis de solubilidad de
fases.

Agua FGS PBS
FUR:TEA* So. (mg/mL) 0,874 + 0,004 0,017 + 0,002 3,15+ 0,09
Smax (Mg/mL) 0,91 + 0,02 0,050 = 0,003 2,98 £ 0,02
FUR:TEA*:B-CD Ker (ML) - 163+ 6 -
Smax/SoL 1 2,9 0,9
Smax (Mg/mL) 2,14 £ 0,03 0,094 + 0,004 6,0£0,2
FUR: TEA*:MD Ker (M) 13511 77+ 2 14819 + 89
Smax/SoL 2,4 55 1,9
FURARG* So. (mg/mL) 0,93 +£0,01 0,017 £ 0,003 3,7+£0,1
Smax (Mg/mL) 0,93 £ 0,02 0,049 £ 0,003 4,1+£0,2
FUR:ARG*:B-CD Ker (M) - 137 + 8 -
Smax/SoL 1 2,9 1,1
Smax (Mg/mL) 1,1+0,1 0,058 + 0,003 3,8+0,1
FUR:ARG*:MD Ker (ML) - 194 + 14 -
Smax/SoL 1,2 3,4 1

* Ligando a concentracion fija

El comportamiento de la solubilidad del IFA en los sistemas ternarios es muy similar al
comportamiento de los sistemas binarios correspondientes (es decir al del componente que
aumenta la concentracion). En FGS (donde el 99,9% FUR se encuentra en forma neutra) los
oligosacaridos favorecen la solubilidad de FUR mientras que las bases no ejercen un efecto
marcado sobre ésta. Por el contrario, tanto en agua como en PBS (donde el farmaco se
encuentra ionizado como FUR") el comportamiento de la solubilidad es principalmente debido

al efecto de los ligandos basicos.

La ventaja que confiere la formaciobn de sistemas multicomponentes

FUR:BASE:OLIGOSACARIDO sobre los sistemas binarios FUR:BASE radica en la capacidad

de los oligosacéridos para incrementar la solubilidad del farmaco en FGS. Este atributo es de
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gran importancia ya que FUR es absorbida principalmente en estémago e intestino delgado
superior por lo que cuando es administrada por via oral se requiere alta solubilidad en fluido
gastrico o intestinal para poder llegar al sitio de accion y ejercer el efecto terapéutico
deseado"'.

CLASIFICACION DE LOS SISTEMAS DE FUR DE ACUERDO AL SCB
Con el objetivo de clasificar a los sistemas como de alta/baja solubilidad se calculé el
volumen necesario para solubilizar la maxima dosis terapéutica de FUR (80 mg) a partir de

los valores de solubilidad en agua, FGS y PBS obtenidos de los analisis realizados.

Tabla 2.8. Solubilidad y volumen necesario para solubilizar 80 mg de FUR libre y en los sistemas.

S (mg/mL) Volumen necesario (mL)
SISTEMA

Agua FGS PBS Agua FGS PBS
FUR 0,047 0,0158 2,122 1702 5063 37,7
FUR:TEA 4,3 0,017 7,26 18,6 4706 11
FUR:ARG 5,28 0,017 9,38 15,2 4706 8,5
FUR:B-CD 0,075 0,052 2,17 1067 1538 36,9
FUR:MD 0,184 0,098 2,19 435 816 36,5
FUR:TEA:3-CD* 4,3 0,031 6,08 18,6 2580 13,2
FUR:TEA:MD* 4,5 0,038 8,1 17,8 2105 9,9
FUR:ARG:B-CD* 6,3 0,031 10,19 12,7 2580 7,9
FUR:ARG:MD* 6,3 0,039 7,5 12,7 2051 10,7
FUR:TEA*:3-CD 0,91 0,050 2,98 87,9 1600 26,8
FUR:TEA*:MD 2,14 0,094 6,0 37,4 851 13,3
FUR:ARG*:3-CD 0,93 0,049 4,1 86 1633 19,5
FUR:ARG*:MD 11 0,058 3,8 72,7 1379 21

* Ligando a concentracion fija

FUR es considerado un IFA de solubilidad baja dado que el volumen necesario para
solubilizar su mayor dosis terapéutica es 5063 mL en FGS y 1702 mL en agua. El volumen
necesario para solubilizar 80 mg de FUR en PBS es de 37,7 mL debido a que el IFA se

encuentra completamente ionizado en este medio.

En FGS, el volumen necesario para solubilizar al farmaco contenido en todos los sistemas,

tanto binarios como ternarios, es menor al volumen requerido para solubilizar a FUR libre,

Vi Una buena solubilidad en FGS confiere al IFA la capacidad de ser facilmente disuelto en estémago posibilitando
la posterior absorcién de éste hacia la sangre desde donde llega al sitio de accion.
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aunque mayor a 250 mL. Para solubilizar 80 mg de FUR en agua en todos los sistemas
ternarios y en los sistemas binarios FUR:TEA y FUR:ARG, el volumen requerido es menor a

250 mL, por lo tanto estos sistemas se consideran altamente solubles en agua.

CONCLUSIONES PARCIALES

A partir de los resultados presentados en este capitulo se puede concluir que es posible
obtener sistemas binarios y ternarios en solucion entre los farmacos estudiados (SMZ y FUR)
y diferentes ligandos. Los mejores resultados de solubilizacion se obtienen cuando los IFAs

se encuentran como especies ionizadas.

SULFAMETOXAZOL

Luego de evaluar el efecto de 10 AA en la solubilidad de SMZ se obtuvieron sistemas
binarios SMZ:AA de estequiometria 1:1 con HIS y ARG. Ambos sistemas binarios mantienen
constante la solubilidad del farmaco en FGS debido a que no se produce interaccion entre los
componentes ya que el IFA se encuentra parcialmente ionizado como SMZ* y los AA
completamente ionizados como HIS*™ y ARG*™. Por el contrario, la solubilidad de SMZ
incrementa en agua (cuando los componentes se encuentran ionizados como SMZ', HIS* y
ARG") y en PBS (cuando se encuentran ionizados como SMZ", HIS* y ARG") confirmando que
la interaccion entre SMZ y los AA en solucién es de tipo idnica. Se determind que el efecto
obtenido con ARG es superador ya que al combinar SMZ con ARG el sistema se transforma

en altamente soluble en agua y PBS.

FUROSEMIDA

Se obtuvieron sistemas binarios de estequiometria 1:1 entre FUR y los diferentes ligandos:
B-CD, MD, TEA y ARG. Los sistemas FUR:OLIGOSACARIDO sélo modifican levemente la
solubilidad del IFA en agua pero la incrementan en FGS. Los sistemas FUR:TEA y FUR:ARG
aumentan notablemente la solubilidad del farmaco tanto en agua como en PBS. Este
comportamiento evidencia interaccion de tipo i6nica entre FUR y TEA o0 ARG, y la interaccion

no covalente con los oligosacaridos favorecida con la especie neutra de FUR.

El estudio del efecto de la formacién de sistemas multicomponentes en la solubilidad de
FUR demuestra que los sistemas FUR:BASE:OLIGOSACARIDO adicionan, respecto de los
sistemas binarios FUR:TEA y FUR:ARG, la capacidad de solubilizar al farmaco en FGS y por
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lo tanto podrian facilitar la disolucién del IFA en el estémago favoreciendo asi su llegada al

sitio de accion. Los estudios de disolucion empleando FGS se describirdn en el capitulo 4.
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ESTUDIOS EN ESTADO SOLIDO

CONSIDERACIONES GENERALES

La mayoria de los medicamentos que son administrados por via oral lo hacen en formas
farmacéuticas sélidas debido a que, generalmente, el principio activo es mas estable en
estado solido que en solucién acuosa. Ademas, las formas sélidas presentan una mejor
precision en la dosis, mayor aceptacion por parte de los pacientes y un tiempo de vida media
mas largo con respeto a las formas liquidas o semisélidas.? Estas propiedades dan como
resultado una mayor seguridad y fiabilidad en el tratamiento farmacolégico. Sin embargo,
optimizar la biodisponibilidad oral de los IFAs solidos es un gran desafio para el sector

farmacéutico debido a los problemas de solubilidad, disolucién, permeabilidad y estabilidad.

Frente a esta problematica, se han descripto numerosas estrategias para mejorar las
propiedades desfavorables de los IFAs, como por ejemplo la formacion de complejos, sales,
cocristales, coamorfos, entre otras.%%'% No obstante, la mezcla de un IFA con un ligando en
solucién, en suspension o en estado sélido no garantiza la formacion de un nuevo sistema
farmacéutico. Muchos compuestos son capaces de formar sistemas en solucion, pero no lo
hacen en estado sélido y el producto sélido aislado puede ser s6lo una mezcla de los
diferentes compuestos sin interaccionar. Este comportamiento se debe a que en solucién
existe un equilibrio dinAmico entre las moléculas, mientras que los sistemas sélidos son

estaticos.10?

Como se describié en el capitulo 1, los IFAs sélidos y los sistemas derivados de éstos
pueden encontrarse en estado amorfo o cristalino presentando generalmente mejores perfiles
de disolucion los sdélidos amorfos y mayor estabilidad los sélidos cristalinos. Sumado a esto
se conoce que una gran cantidad de IFAs existe en mas de un polimorfo, cada uno de los
cuales posee diferentes propiedades fisicoquimicas y mecanicas como solubilidad, disolucion,
punto de fusion, entre otras. En muchos casos, los distintos polimorfos de un IFA pueden
mostrar gran diferencia en la eficacia terapéutica pudiendo ser completamente ineficientes

para el tratamiento de una enfermedad o téxicos para el paciente.>?

A partir de estos antecedentes y de los resultados obtenidos en solucion, capitulo 2,
resulta fundamental disefiar, preparar y evaluar en estado sélido los sistemas obtenidos
previamente en solucién. Para ello se combinaron SMZ o FUR con los ligandos que resultaron
promisorios utilizando diversas técnicas de preparacion. Las muestras solidas obtenidas
fueron evaluadas con el fin de determinar si existen interacciones entre los componentes que

evidencien la formacion de sistemas supramoleculares en estado solido, identificar el tipo de
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interacciones, determinar las caracteristicas fisicoquimicas que éstos presentan y evaluar la

estabilidad del polimorfo de interés en los sistemas desarrollados.

PREPARACION DE SISTEMAS EN ESTADO SOLIDO

Las muestras en estado solido pueden obtenerse empleando diversas técnicas de
preparacion como molienda asistida por solvente, coprecipitacién, coevaporacion, liofilizacién,
atomizacion, evaporacion lenta, entre otras.”!% Generalmente, dependiendo del método de
obtencion, los sistemas presentan caracteristicas fisicoquimicas diferentes. A continuacion,

se detallan los métodos que fueron utilizados en el desarrollo de la presente tesis doctoral.

MOLIENDA ASISTIDA POR SOLVENTE

La molienda asistida por solvente (MAS) es un método que utiliza solvente, generalmente
agua o mezclas hidroalcohdlicas en cantidad suficiente para humedecer la mezcla obtenida
entre el IFA y elllos ligando/s.1°71%° Entre las ventajas que presenta se encuentra el facil
escalado a nivel industrial y el alto rendimiento o porcentaje de recuperacién que suele

obtenerse (entre 92 y 98%).

LIOFILIZACION

La liofilizacion (LF) es un proceso que permite separar un solvente, generalmente agua,
de una solucién sin pasar por el estado liquido. El proceso implica la congelaciéon de la
solucion y posterior sublimacién del solvente a presion reducida. Frecuentemente se obtienen
polvos secos y amorfos. Las principales desventajas incluyen el largo tiempo de manipulaciéon
y procesamiento, y que los compuestos volatiles pueden ser eliminados durante el proceso
de liofilizacién, sin embargo, los sistemas obtenidos presentan un alto rendimiento y un bajo

estrés térmico.'1°

EVAPORACION LENTA

La evaporacion lenta (EL) consiste en preparar una solucién en un solvente determinado,
generalmente solventes orgénicos volatiles, y posteriormente permitir que el solvente pase
gradualmente a estado gaseoso a temperatura ambiente. La principal desventaja de la técnica
es el largo tiempo del proceso de evaporacion y la poca cantidad de muestra obtenida. Una
desventaja adicional para el area farmacéutica es la posibilidad de encontrar restos de

solvente organico en la muestra sélida obtenida.®’
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MEZCLA FiSICA

La mezcla fisica (MF) es simplemente la combinacion del IFA con el/los ligandos sin
adicion de solvente. El sélido obtenido mediante esta técnica permite determinar, por
comparacion de propiedades, si en los soélidos obtenidos por los métodos descriptos
anteriormente existe interaccion entre los componentes, ya que se considera que el simple

mezclado de los componentes en seco no produce interaccion alguna.°71%°

CARACTERIZACION DE SISTEMAS EN ESTADO SOLIDO

Para caracterizar las diferentes formas sélidas de un IFA o para determinar si se producen
interacciones entre los componentes de un sistema supramolecular soélido, el tipo de
asociacion que se encuentra presente y las caracteristicas cristalinas, se emplean diferentes
técnicas de caracterizacién. A continuacion, se explicitan las técnicas que fueron utilizadas
para caracterizar a los componentes puros y los soélidos obtenidos en la presente tesis

doctoral.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR) es un método (til para la
caracterizacion fisica de solidos ya que esta técnica permite deducir informacién estructural
basandose en los modos de vibracién de las moléculas. Permite identificar si se producen
modificaciones en las bandas correspondientes a los grupos funcionales de las moléculas
involucradas en la interaccién de un sistema supramolecular. Sin embargo, cuando las
interacciones presentes en la formacion de un sistema son débiles, pueden no haber cambios

de las bandas que participan en la interaccién o ser poco significativas .1'!

Algunas de las ventajas de este método incluyen la facilidad con la que se preparan las

muestras y el acotado tiempo de adquisicion de los espectros.!?

ESPECTROSCOPIA RAMAN

La espectroscopia Raman es una técnica fotonica de alta resolucién que proporciona
informacion estructural de casi cualquier sélido permitiendo su identificacion. Es de gran
importancia farmacéutica dado que los IFAs son generalmente mas polarizables y dan bandas
més fuertes que los excipientes. Esta técnica ha sido utilizada ampliamente en muchos
estudios de polimorfos, cocristales, sales y solvatos que implican su identificacion,

caracterizacion estructural y transformaciones de fase.>®
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Se hace incidir un haz de luz monocromético sobre un material y, como respuesta, una
pequefia porcion de la luz es dispersada inelasticamente experimentando ligeros cambios de
frecuencia que son caracteristicos del material analizado e independientes de la frecuencia

de la luz incidente.113

Como ventajas, se puede mencionar que la muestra a analizar no requiere ningun tipo de
preparacion. El analisis se considera no destructivo, pero la irradiacion prolongada con laser
UV o Vis puede provocar la fotodescomposicion en algunas muestras. Ademas, es uno de los

métodos analiticos mas potentes de los existentes en la actualidad.53

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO SOLIDO

La resonancia magnética nuclear de estado solido (RMNss) es la rama de la
espectroscopia que sensa la interaccion de los espines nucleares con un campo magnético
estatico. Las transiciones son inducidas por un campo de radiofrecuencia que oscila a la
frecuencia de Larmor del nucleo estudiado. La absorcion de radiacion por la muestra resulta
de la interaccién de dicha radiacién con el momento magnético de un nicleo en la muestra y
ocurre a diferentes frecuencias para nucleos en entornos quimicamente diferentes dentro de
una molécula.!** Aunque cualquier nlcleo que puede ser estudiado en soluciéon también
puede ser estudiado en estado sélido, la mayor parte de los trabajos se han centrado en
estudios de *3C debido a que los espectros de 'H son dificiles de medir en estado sélido y los
datos se obtienen con una resolucion baja. En muchos casos, los espectros obtenidos en
estado sélido son similares a los registrados en solucién, pero suelen contener una gama mas
amplia de informacién. La capacidad de esta técnica para determinar la formacién de un nuevo
sistema requiere gue los nucleos individuales existan en entornos magnéticos no equivalentes

cuando los componentes se encuentran en forma libre y complejada.>!!

La principal desventaja que presenta es el alto costo del equipamiento necesario para
implementarla y la gran cantidad de muestra requerida. Mientras que entre las ventajas del
método se incluyen que es una técnica no destructiva, no invasiva, multinuclear y que permite
evaluar el entorno local molecular del sélido. La sensibilidad de esta técnica para distinguir
claramente nucleos en diferentes entornos moleculares la convierte en una excelente opcion

para la identificacion de nuevos sistemas en el area de la quimica farmacéutica.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
La microscopia electronica de barrido (SEM, de sus siglas en inglés "Scanning Electron
Microscopy") es Uutil para el estudio de la morfologia y el tamafio de las particulas ya que

permite obtener imagenes de alta resolucion de la superficie de las muestras. Un rayo de
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electrones de alta energia escanea la superficie de una muestra generalmente recubierta con
una pelicula delgada de oro o platino para mejorar el contraste y la relacion sefial/ruido. A
medida que el haz explora la superficie de la muestra, las interacciones entre la muestra y el
haz de electrones dan como resultado diferentes tipos de sefiales de electrones las cuales se
recogen, procesan y se traducen como pixeles para formar una imagen de la topografia de la

superficie de la muestra.**®

La principal ventaja es que los andlisis pueden realizarse a grandes niveles de
magnificacion permitiendo observar detalles en la superficie de los materiales. Es muy
utiizada en el &area farmacéutica para controlar la calidad de los IFAs y de los
medicamentos.!!

ANALISIS TERMICO

El andlisis térmico comprende un grupo de técnicas en las que se mide una propiedad
fisica de una sustancia o sistema en funcion de la temperatura o del tiempo mientras se la
somete a un programa de temperatura controlado (calentar o enfriar a una determinada
velocidad, o mantener la temperatura constante, o una combinacion de ambas). Se pueden
examinar procesos de naturaleza endotérmica (fusién, ebullicion, sublimacién, vaporizacion,
desolvatacion, transiciones de fase solido-sélido, degradacién quimica, etc.) o exotérmica

(cristalizacion, descomposicion oxidativa, etc.).!?

El uso simultadneo de mdltiples técnicas aumenta el poder del andlisis y la instrumentacion
moderna ha permitido un amplio crecimiento de la aplicacién.'® Los métodos mas utilizados
en el &rea farmacéutica son la calorimetria diferencial de barrido y la termogravimetria. En el
estudio del efecto de la temperatura sobre sélidos es ventajoso el empleo de técnicas

combinadas.'!

CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

La finalidad de la calorimetria diferencial de barrido (DSC, de sus siglas en inglés
"Differential Scanning Calorimetry") es registrar la diferencia en el cambio de entalpia que
tiene lugar entre la muestra y un material inerte de referencia en funcion de la temperatura o
del tiempo, cuando ambos estan sometidos a un programa controlado de temperatura. La
DSC permite el estudio de aquellos procesos en los que se produce una variacién entalpica,
como puede ser la determinacion de calores especificos, puntos de ebullicion y cristalizacion,
pureza de compuestos cristalinos, entre otros. En un perfil de DSC, los procesos que ocurren
se manifiestan por una desviacién de una linea de base, las sefiales positivas y negativas

indican eventos exotérmicos y endotérmicos, respectivamente. Ademas, el area bajo la curva
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es directamente proporcional al calor absorbido (proceso endotérmico) o emitido (proceso
exotérmico) por la muestra durante el evento térmico y su integracion proporciona el calor de
reaccion. Las interacciones involucradas en la formacién de los sistemas sélidos pueden
deducirse mediante los cambios en los eventos térmicos de la muestra al compararlos con los

eventos de los compuestos puros.

Las ventajas de la técnica incluyen que sélo se requiere una cantidad microscépica de
muestra la cual no necesita ninguna preparacion, el equipo es simple de operar y los estudios

cuantitativos o cualitativos se realizan facilmente.'’

TERMOGRAVIMETRIA

La termogravimetria (TG) o analisis termogravimétrico detalla la variacion de la masa de
una muestra cuando se la somete a un cambio de temperatura en una atmdsfera controlada.
Es un método muy utilizado para estudiar los procesos de desolvatacion y descomposicién. !
La curva de TG indica la temperatura a la cual comienza y finaliza un cambio de masa y la
cantidad de masa perdida a una dada temperatura. Dicha medicion proporciona informacion
sobre la estabilidad térmica del material y el analisis de la composicion (por ejemplo, contenido

de humedad de los materiales).!’

Esta técnica se puede usar para determinar el contenido de humedad relacionado con la
pérdida de peso en estudios de estabilidad isotérmicos o no isotérmicos. Ademas, es la
técnica apropiada para la diferenciacion de polimorfos de hidratos, o la identificacion de

monohidratos entre otros hidratos.*’

La TG generalmente se usa en conjunto con la DSC debido a que la informacién que se
obtiene de cada una de ellas sobre el comportamiento térmico de la muestra es

complementaria.

DIFRACTOMETRIA DE RAYOS X DE POLVOS

La Difraccion de Rayos X de Polvo (DRXP) es una técnica analitica utilizada
principalmente para la identificacion de fases de un material cristalino y puede proporcionar
informacion sobre las dimensiones de las celdas unitarias. Se basa en la interacciéon de la
estructura de un sélido con una fuente de rayos X. La interaccion de los rayos incidentes con
la muestra produce interferencia constructiva, y un rayo difractado, cuando las condiciones
satisfacen la Ley de Bragg (nA = 2d sinB). Esta ley relaciona la longitud de onda de la radiacion
electromagnética con el dngulo de difraccidén y el espaciamiento reticular en una muestra
cristalina. Estos rayos X difractados son luego detectados, procesados y contados. Al

escanear la muestra a través de un rango de angulos de 26, todas las posibles direcciones de
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difraccion del enrejado se deben alcanzar debido a la orientacion aleatoria del material en
polvo. La conversién de los picos de difraccion a d-espaciamientos permite la identificacion

de la muestra porque cada una de ellas tiene un conjunto de espaciamientos d Gnicos.!®

Algunas de las aplicaciones mas interesantes de esta técnica en el area farmacéutica son
la identificacién de las diferentes fases cristalinas presentes en una muestra, deteccién de
polimorfos, calculo del porcentaje de cristalinidad, calculo del contenido en material amorfo,
entro otros. Las diferencias entre los difractogramas de los compuestos puros y de los
sistemas, como puede ser la aparicién o desaparicion de sefiales, o el cambio en la intensidad

relativa de éstas, sugieren la formaciéon de nuevos sistemas supramoleculares.!!!

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES
Se utilizaron los siguientes productos de origen comercial: KBr (Merk®, USA). El resto de

los materiales utilizados fueron descriptos en el capitulo “Estudios en Solucion”.

INSTRUMENTAL Y DESARROLLO EXPERIMENTAL
La balanza, el sonicador y el vortex utilizados fueron descriptos en el capitulo “Estudios

en Solucioén”.

OBTENCION DE POLIMORFOS

Para la obtencién del polimorfo Il de FUR (FURII) se disolvio completamente FUR
comercial en acetona con agitacion constante durante 60 min. A continuacion, se realizé
evaporacion rapida en evaporador rotatorio a 25 °C. El sélido obtenido se secé al vacio, a

temperatura ambiente y protegido de la luz, durante 48 h.

PREPARACION DE SISTEMAS EN ESTADO SOLIDO
En la mayoria de los soélidos obtenidos la relacion es 1:1 o 1:1:1 por lo que, cuando se

describa el sistema, so6lo se indicara cuando dicha relacién varie.

MOLIENDA ASISTIDA POR SOLVENTE
Se prepararon los sistemas binarios de SMZ con HIS y ARG (SHwmas Y SAwss,
respectivamente), los sistemas binarios de FUR con (3-CD (FCwas), MD (FMwas), TEA (FTwmas)
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y ARG (en relacion 1:1y 1:2 de FUR y ARG, respectivamente: FAwas Y FA2uas) y los sistemas
ternarios de FUR con TEA y B-CD (FTCwmas), TEA 'y MD (FTMwuas), ARG y B-CD (FACwas) Y
ARG y MD (FAMwas).

Se pesaron cantidades apropiadas de los diferentes componentes y se colocaron en un
mortero. Se afiadié agua como solvente a la mezcla de polvos en una relacién de 0,25 uL por
mg de solido. La suspension resultante se malax6 durante 60 min y el polvo recolectado se

secO durante 48 h al vacio a temperatura ambiente y protegido de la luz.

LIOFILIZADO

Para obtener los sistemas liofilizados de SMZ con HIS o ARG (SHir vy SAF,
respectivamente) se pesaron cantidades adecuadas de los componentes y se disolvieron
completamente en agua. Las soluciones fueron filtradas y las muestras resultantes se
congelaron a -40 °C durante 24 h antes de comenzar el proceso de liofilizacion llevado a cabo

en un liofilizador Freeze Dry Labconco Corp. (Kansas City, MI, USA).

EVAPORACION LENTA
Se pesaron cantidades apropiadas de FUR y TEA y se disolvieron en acetona (FTg.) o
metanol (FTMg.). Estas soluciones se transfirieron a cristalizadores, se protegieron de la luz y

se dejaron a temperatura ambiente hasta observar la completa evaporacién del solvente.

MEZCLA FiSICA

Las muestras se prepararon simplemente mezclando durante 5 min los componentes
correspondientes en un mortero sin agregado de solvente. Debido a que TEA es un liquido
viscoso, fue necesario secar las MF obtenidas con este componente durante 48 h al vacio a
temperatura ambiente y protegidas de la luz. Las MF obtenidas fueron: SHwr, SAwe, FCue,
FMwe, FTuve, FAve, FA%ye, FTCur, FTMue, FACur Y FAMyE.

CARACTERIZACION DE SISTEMAS EN ESTADO SOLIDO
ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los espectros FT-IR de SMZ, FUR, FURII, los ligandos y todos los sistemas soélidos se
adquirieron en la Facultad de Ciencias Quimicas (UNC). Se midieron en un espectrémetro
Nicolet® Avatar 360 FT-IR, con una resolucién de 2 nm, a partir de pastillas de KBr. Las
muestras se prepararon utilizando una prensa hidraulica manual Delfabro® (Argentina). Los

cambios en las sefales pertenecientes a los grupos funcionales mas representativos en cada
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molécula fueron analizados para inferir el modo de interaccion entre los IFA y los ligandos.

Los espectros de las muestras se obtuvieron y procesaron utilizando el programa OMNIC®.

ESPECTROSCOPIA RAMAN

Los espectros de las materias primas y los sistemas binarios y ternarios se obtuvieron en
el Departamento de Fisica de la Universidad Federal de Ceara (Fortaleza, Brasil) utilizando
un espectrometro LabRAM HR (Horiba®) equipado con un detector de CCD refrigerado con
N2 liquido. Un laser de infrarrojo cercano (785 nm) fue utilizado para la excitacion. Todos los

espectros se procesaron utilizando el programa NGSLabSpec®.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO SOLIDO

Los espectros de alta resolucion de *°C en solidos se adquirieron en la Facultad de
Matematica, Astronomia y Fisica (FaMAF, UNC) a temperatura ambiente utilizando un equipo
Bruker Avance 11-300, equipado con una sonda MAS de 4mm, utilizando una secuencia CP-
MAS (de sus siglas en inglés, “cross polarization/magic angle spinning”), con desacoplamiento
de protones durante la adquisicion, operando a 300.13 MHz para protones. La frecuencia de
funcionamiento para carbonos fue de 75,46 MHz. Se utilizé glicina como referencia externa
para los espectros de ¥C y para establecer las condiciones Hartman-Hahn en los
experimentos de polarizacidn cruzada. Se registraron diferentes nimeros de barridos en el
rango de 1200-2000 para cada compuesto a fin de obtener una adecuada relacién sefial/ruido.
El tiempo de contacto fue de 1,5 ms. Todos los espectros se procesaron utilizando el programa
MestReNova®.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las estructuras morfolégicas de las materias primas y las muestras sélidas se investigaron
y fotografiaron utilizando un microscopio electronico de barrido Carl Zeiss Zigma del
Laboratorio de Microscopia y Analisis por Rayos X (LAMARX). Las muestras se fijaron en un
trozo de metal usando cinta adhesiva de aluminio de doble cara. Para mejorar la conductividad
se recubrieron bajo vacio con una delgada capa de oro por pulverizacién catédica empleando
un recubridor Quorum 150. La magnificacion seleccionada fue suficiente para apreciar en

detalle la morfologia general de las muestras en estudio.

ANALISIS TERMICO
Las curvas TG de SMZ, HIS, ARG vy los sistemas obtenidos se registraron en la Facultad

de Ciencias Quimicas (UNC) comenzando a temperatura ambiente hasta 350 °C con una
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velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Las muestras de entre 3 y 5 mg se colocaron en
canastillas de platino. Los perfiles DSC de SMZ, HIS, ARG y de los sistemas desarrollados se
obtuvieron comenzando a temperatura ambiente y finalizando a la temperatura donde se
registra el 10% de pérdida de masa en las curvas TG con una velocidad de calentamiento de
10 °C/min utilizando cépsulas de aluminio herméticas conteniendo entre 0,5 y 1 mg de
muestra. Tanto los TG como los DSC se realizaron utilizando un equipo TA Instrument, modelo
Discovery; durante los experimentos, los sensores y las capsulas estuvieron bajo un flujo
constante de Nz (50 ml/min). Todos los perfiles se obtuvieron y procesaron utilizando el
programa TRIOS®.

Las curvas TG y DSC de FUR y de todos los sistemas solidos obtenidos a partir de dicho
IFA se adquirieron simultdneamente en el Departamento de Fisica de la Universidad Federal
de Ceard (Fortaleza, Brasil) utilizando un equipo Jupiter STA 449 (Netzsch®, Alemania). Las
mediciones se obtuvieron comenzando a temperatura ambiente hasta 450 °C con una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min y utilizando cépsulas de aluminio herméticas
perforadas conteniendo 5 mg de muestra. Durante el experimento, los sensores y las capsulas
estuvieron bajo un flujo constante de N2 (70 ml/min). Todas las curvas se obtuvieron y

procesaron utilizando el programa NETZSCH Proteus Thermal Analysis®.

DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVO

Los patrones de difraccion de SMZ y de sus sistemas supramoleculares se obtuvieron en
la Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) utilizando un equipo PANalytical X Pert PRO. El
voltaje y la corriente eléctrica aplicada fueron 40 kV y 40 mA, respectivamente. El ancho de
ranura utilizado para el haz incidente en la muestra fue de 0,6 mm. Las muestras se
escanearon en un rango de a 26 entre 4° y 35° en un modo de escaneo por pasos (tamafio

de paso de 0,026 y 29 seq) y bajo condiciones ambientales de temperatura.

Por otra parte, los difractogramas de FUR y de todos los sistemas sélidos obtenidos a
partir de dicho IFA se registraron en el Departamento de Fisica de la Universidad Federal de
Cearé (Fortaleza, Brasil) utilizando un difractometro D8 Advanced (Bruker AXS®), utilizando
una fuente de radiacion Cu Ka (0,15419 nm) y un detector LynxEye. El voltaje y la corriente
eléctrica aplicada fueron 40 kV y 40 mA, respectivamente. El ancho de ranura utilizado, para
el haz incidente en la muestra, fue de 0,6 mm. Las muestras se escanearon en un rango de
20 entre 5° y 40° en un modo de escaneo por pasos (tamafio de paso de 0,01 y 5seg) y a

temperatura ambiente.

Todos los difractogramas se procesaron utilizando el programa X'Pert HighScore®.
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RESULTADOS Y DISCUSION

SULFAMETOXAZOL
SELECCION DEL METODO DE PREPARACION DE LOS SISTEMAS SOLIDOS

Los sistemas se obtuvieron utilizando las técnicas de MAS y LF empleando agua como
solvente en ambos casos. Se seleccionaron estos métodos de preparacion debido a que
permiten su utilizacién tanto a nivel laboratorio como a escala industrial. Ademas, con ambos
procedimientos el rendimiento obtenido es alto y son técnicas de facil reproduccion. Las
muestras obtenidas de SMZ (S) con HIS (H) o ARG (A) fueron: SHuas, SHir, SAmas ¥ SALF.

El sistema binario entre SMZ y ARG obtenido por MAS (SAwmas) resulté en una masa
compacta sin utilidad desde el punto de vista farmacéutico por lo que no se continué con su

estudio.

CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS SOLIDOS

Con el objetivo de confirmar la existencia de interacciones entre los componentes, los
sistemas solidos obtenidos se compararon con los componentes puros y con las MF (SHve y
SAwE).

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

El espectro FT-IR de SMZ (Figura 3.1) se caracteriza por poseer bandas a 3468 y 3377
cm™ (pertenecientes al grupo —NH,), a 3300 y 3240 cm™ (-NH), a 3144 cm™ (-CH), a 1618
cm™! (combinacién del grupo —NH; y del grupo —CN del anillo isoxazol), a 1503 cm™ (-CC del
anillo benceno), a 1363 cm™ (anillo isoxazol), a 1307 y 1144 cm™ (-S0O,), 926 cm™ (-SN),

883 cm™ (—CH del anillo isoxazol) y 832 cm™ (—CH del anillo benceno).

Las modificaciones experimentadas por estas bandas pueden utilizarse para establecer si
hay interacciones intermoleculares en las que estan involucrados dichos grupos al interactuar

con los AA.
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Figura 3.1. Asignacién de sefiales en el espectro FT-IR de SMZ.

El espectro de SHve (Figura 3.2a) consiste en la superposicion de los espectros de los
componentes puros, donde aparecen principalmente las bandas de absorcién de los grupos
de SMZ sin modificaciones, sugiriendo que no se producen interacciones a partir de esta
técnica de preparacion entre SMZ e HIS. Por el contrario, los espectros obtenidos para los
sistemas preparados por MAS y LF muestran diferencias notorias respecto al espectro de
SMZ puro.

Al analizar el espectro de SHuas se observan pequefios corrimientos en una de las bandas
correspondientes al grupo —NH: (de 1618 cm™ a 1614 cm™), en la banda originada por el
enlace —SN de 926 cm™ a 930 cm™ y en bandas del grupo isoxazol de 1363 cm™ a 1371 cm™?
y de 883 cm™ a 878 cm™. Un cambio importante se observa en la banda del grupo —CH que
muestra ensanchamiento y corrimiento a frecuencias menores. No obstante, el cambio més
contundente se observa en las bandas que corresponden al grupo —NH ya que aparece solo
una banda a 3201 cm™ mientras que en SMZ puro aparecen dos sefiales (3300 y 3240 cm™);
esta modificacion espectral sugiere la pérdida del proton de la amida y la ionizacién de SMZ
formandose el ion SMZ'.

En el espectro de SH.r se observan pequefios corrimientos en las bandas
correspondientes al grupo —SO, (de 1307 cm® a 1311 cm? y de 1144 cm™ a 1148 cm™) y en
bandas asociadas al grupo fenilo de 1503 cm™ a 1499 cm y de 832 cm™ a 835 cm™. Al igual
gue en el espectro de SHwuas, en el espectro de SH.r se observa ensanchamiento y corrimiento
a frecuencias menores en la banda del grupo —CH y cambio en la frecuencia de las bandas
asociadas al grupo —NH, de 3377 cm™* a 3396 cm™ y de 1618 cm™ a 1633 cm™™. En este caso,
el cambio mas importante también se origina en las bandas correspondientes al grupo —NH
debido a la aparicién de una Gnica banda a 3207 cm™ sugiriendo la pérdida del protén de la

amida y la formacion del ion SMZ".
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Figura 3.2. Espectros FT-IR de: (a) SMZ, HIS, SHwue, SHuas, SHLr; (b) SMZ, ARG, SAwme, SALE.

Al analizar el espectro de SAwr (Figura 3.2b) se observa la superposicion de los espectros
de los componentes puros donde prevalece principalmente el de SMZ, mientras que el
espectro correspondiente a SA.r evidencia diferencias marcadas con respecto a los espectros
de las materias primas y de la MF. En primer lugar, en el espectro de SAr se observa
desapariciéon de la banda del grupo —CH que se encuentra presente a 3144 cm tanto en el
IFA libre como en la MF. Adem&s, se aprecia cambio en la frecuencia de algunas sefales
como en la del grupo —SN de 926 cm™ a 941 cm™, en la del grupo —SO, de 1144 cm™ a 1122
cm?, asi como en las sefiales asociadas al grupo —NH, de 3377 cm™ a 3351 cm™ y de 1618
cm?® a 1622 cm™. Como sucede en los sistemas con HIS, la modificacion mas importante
corresponde a las bandas del grupo —NH, donde se observa una Unica sefial a 3181 cm™ que
puede atribuirse a la formacién del ion sulfonamida, como consecuencia de la ionizacion de

SMZ producida por el agregado de ARG. Esta ionizacién, que ocurre en los sistemas SHuas,
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SHir y SALr, provoca una reorganizacion de la nube de electrones de los grupos asociados a
la amida originando el corrimiento, la desaparicibn o aparicion de nuevas bandas de

absorcion.

Tomando como base estas evidencias, es posible confirmar la formacion de nuevos
sistemas supramoleculares, ya que en las muestras obtenidas por las técnicas de MAS y de
LF se aprecian interacciones intermoleculares de tipo electrostéticas entre los componentes.
En particular, se sugiere la formacion de sales farmacéuticas entre SMZ y ambos AA en
estado solido.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO SOLIDO

Los espectros de *C CP-MAS obtenidos para SMZ, HIS y ARG se corresponden con su
naturaleza cristalina, ya que se caracterizan por poseer resonancias multiples y agudas para
cada tipo de atomo de carbono (Figura 3.3). En el espectro de SMZ se puede distinguir la
sefal del grupo metilo a 11 ppm (C8); el resto de las sefales aparecen entre 95y 175 ppm.
Adicionalmente, al comparar los espectros de los componentes individuales, se puede
apreciar superposicion de picos entre los C5 y C6 del IFA con el C4’ de HIS, asi como entre
el C3 de SMZ y el C6’ de ARG.

Los espectros *C CP-MAS de SHwr Yy SAwr se corresponden con sélidos cristalinos v,
ademas, evidencian similitud en la intensidad de las sefiales y en las posiciones de los
desplazamientos quimicos de los componentes de partida, indicando que no existen

interacciones y que los componentes mantienen su estructura cristalina.

Por otra parte, los espectros *C CP-MAS de SHwasy SH.r también se corresponden con
sélidos cristalinos, sin embargo, muestran cambios en las posiciones de los desplazamientos
guimicos entre 90 y 170 ppm con respecto a los desplazamientos de los componentes de
partida. En estos espectros se aprecia el desdoblamiento de las sefiales ocasionadas por los
C3, C4 y C7 del IFA y corrimiento en las sefales de los C1 (124,7 ppm), C2 (129,4y 131,8
ppm), C5 (116,5 ppm) y C6 (115 ppm) a 123,1; 126,7 y 128,3; 119,1 y 116,3 ppm,
respectivamente (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Desplazamientos de las sefales de los C de SMZ.

C1 (ppm) C2 (ppm) C5 (ppm) C6 (ppm)
SMz 1247 ig%g 1165 115
SHuas y SHLr 123,1 igg; 119,1 116,3
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El C1 de SMZ se encuentra unido directamente al grupo —NH; y el C5 al grupo —NH (Figura
3.3), por lo que el comportamiento observado en los espectros *C CP-MAS de SHwas Y SHir
se corresponde con el evidenciado en sus espectros de FT-IR, en los que se observd
desplazamiento en las bandas asociadas a los grupos —NHz y —NH lo que responde al cambio

en el entorno quimico de estos grupos.

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
513C/ppm 313C/ppm
Figura 3.3. Espectros *C CP-MAS de: (a) SMZ, HIS, SHwr, SHuas, SHLF; (b) SMZ, ARG,
SAwmF, SALF.

En el espectro de SA.r los picos anchos evidencian una disminucion en la cristalinidad del
sistema solido con respecto a la cristalinidad de los componentes de partida. Sin embargo,
pueden reconocerse las sefiales correspondientes a SMZ modificadas por la presencia de
ARG. Los cambios mas notorios se observan en las sefales de los C1, C2, C3, C4, C5y C6
de SMZ yenlos C1’, C3’ y C4’ de ARG (Figura 3.3), lo que coincide con los desplazamientos

de las bandas correspondientes en el espectro FT-IR de SA(k.
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Las diferencias encontradas en los espectros de SHwas, SHir y SALF, con respecto a los
espectros de los componentes puros, confirman la existencia de interacciones entre los

componentes en los sistemas desarrollados.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Los estudios de SEM permitieron analizar el aspecto microscopico y evaluar la morfologia
de las sustancias sélidas en estudio. La microfotografia de SMZ muestra particulas compactas
de diferentes tamafios y formas irregulares, presentandose tanto estructuras de superficie lisa
como rugosa. Por su parte, HIS exhibe particulas grandes, planas y de superficie lisa. mientras

gue ARG muestra principalmente estructuras grandes con superficie rugosa (Figura 3.4).

Figura 3.4. Microfotografias SEM de: SMZ, HIS, ARG, las MF y los sistemas desarrollados.
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En las imagenes de SHw y SAwr se evidencian los cristales caracteristicos de SMZ
mezclados con particulas de los AA indicando la ausencia de una nueva forma sélida. Las
imagenes de SHwas presentan estructuras aglomeradas de superficie rugosa, mientras que
en ambos LF es posible visualizar estructuras laminadas de tamafios y formas irregulares,

con superficies lisas (Figura 3.4).

El cambio dréstico en la forma de las particulas, obtenidas por los métodos de MAS y LF,
en los que desaparece la morfologia original de ambos componentes, evidencia la existencia
de una nueva forma soélida con interacciones entre sus componentes como se evidencio

previamente por espectroscopia FT-IR y RMNSss.

ANALISIS TERMICO

El perfil DSC de SMZ (Figura 3.5) muestra un proceso endotérmico a 170,1 °C atribuido a
la fusion del farmaco el cual ocurre sin pérdida de masa en el TG (Figura 3.6). Se ha reportado
que este proceso se encuentra acompafiado por un proceso exotérmico a 283,8 °C atribuido
a eventos de oxidacion que ocurren junto a una pérdida de 30% de masa del farmaco entre
200 y 300 °C.'° A pesar de que en el perfil DSC de la Figura 3.5 no se puede apreciar este
evento exotérmico, en la curva TG (Figura 3.6) se observa la pérdida de masa del 31% de

SMZ en dicho intervalo de temperaturas”' confirmando estos resultados.

El perfil DSC de HIS (Figura 3.5a) presenta un proceso endotérmico a 284,4 °C con una
pérdida de 19,6% de masa del AA entre 200 y 300 °C la cual inicia a 258 °C (Figura 3.6a).

La curva de DSC de ARG presenta dos endotermas (Figura 3.5b). La primera aparece a
99 °C y se encuentra asociada a una pérdida de masa en el TG (Figura 3.6b) de 3,9% del AA
entre 25y 105 °C atribuible a la pérdida de agua, lo que indica que ARG esta presente como
una forma hidratada. La segunda endoterma en la curva de DSC aparece a 220,7 °C y se
corresponde con la fusion de ARG acompafiada de su descomposicion como lo muestra el
TG donde se observa una pérdida de masa de 36,4% de ARG, entre 200 y 300 °C, la cual
inicia a 213 °C (Figura 3.6b).

En concordancia con lo observado por RMNSss, tanto los perfiles de las MF (SHwe Yy SAwr)
como los correspondientes a los sistemas SHwas Yy SHir presentan el evento de fusion del
farmaco a 169,7 °C, 168,9 °C, 169,4 °C y 169,3 °C, respectivamente. Mientras que SAr, al
disminuir la cristalinidad del sistema, muestra la desaparicion completa de la fusibn de SMZ
en su perfil DSC (Figura 3.5).

vii Se decide estudiar la pérdida de masa entre 200 y 300 °C en todos los casos con el objetivo comparar la pérdida
de masa de los sistemas desarrollados respecto a la de los componentes puros.
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Figura 3.5. Perfil DSC de: (a) SMZ, HIS, SHwme, SHmas, SHir; (b) SMZ, ARG, SAvr, SALF.

Las curvas TG de las MF muestran pérdidas de masa, entre 200 y 300 °C, de 44% para
SHue y de 46,5% para SAwme sin pérdida de agua entre 25 y 105 °C. Mientras que los sistemas
evidencian pérdida de masa entre 25y 105 °C originadas por la pérdida de agua remanente"
de 3% para SHwuas, de 5% para SH.r y de 4% para SA.r. Ademas, dichos sistemas presentan
pérdida de masa entre 200 y 300 °C de 41,3% para SHwuas, de 39,2% para SH.r y de 41%
para SA.r atribuida a la descomposicion del sistema (Figura 3.6).

A partir de estos resultados, podemos inferir que los sistemas SMZ:AA obtenidos
empleando diferentes técnicas de preparacion no modifican la estabilidad térmica de SMZ en

estado solido.
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Figura 3.6. Curvas TG de: (a) SMZ, HIS, SHwur, SHuas, SHir; (b) SMZ, ARG, SAwr, SALF.

Vil Es importante recordar que tanto los sistemas obtenidos por MAS como por LF utilizaron agua como solvente
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DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVO
Los patrones de difraccion de las sustancias puras, las MF y los sistemas binarios: SHwas,

SHir Yy SALr se analizaron con el objetivo de determinar el grado de cristalinidad de las

muestras y se compararon para confirmar la existencia de un nuevo sistema.

Los componentes puros (SMZ, HIS y ARG) muestran difractogramas tipicos de sustancias

cristalinas con sefiales de intensidad variable y bien definidas (Figura 3.7).

Cuando analizamos los patrones de SHvr (Figura 3.7a) y SAwr (Figura 3.7b) es posible
observar que, en ambos casos, el perfil de difraccion registrado es el resultado de la
combinacion de los patrones de los componentes puros, con una disminucién en la intensidad

de las sefiales originada por la dilucién de los componentes.
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Figura 3.7. Patrones DRXP de: (a) SMZ, HIS, SHwur, SHwuas, SHir; (b) SMZ, ARG, SAwvr, SALF.
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Por otro lado, para los sistemas SHwas y SHir se puede observar corrimiento y
desaparicion de ciertas sefiales de difraccion (Tabla 3.2). Finalmente, se puede apreciar que
el difractograma del sistema SAr (Figura 3.7b) muestra ausencia total de picos,

comportamiento tipico de un sélido amorfo.

Tabla 3.2. Desplazamientos, aparicion o desaparicion de sefiales en los patrones de difraccion de
SHwas Y SHLe con respecto a las sefiales mas importantes de SMZ.

Seiial (20)
SMz 13,76 19,65 20,73 | 23,93 27,45 ;28,75 | 32,26
HIS 11,02 24,65 ; 26,65
SHwe 11,01 | 13,74 19,61 20,73 | 23,90 | 24,70;26,50 | 27,42 ;28,76 | 32,27
SHwmas | 10,77 | 13,99 | 19,51, 19,88 | 20,37 - 25,96 28,07 32,01
SHLe 10,63 | 13,83 | 19,37; 19,73 - - 25,83 27,87 31,90

Estos resultados indican que los sélidos preparados mediante MAS y LF presentan
caracteristicas diferentes a los componentes que le dieron origen y, a su vez, se corresponden
con los resultados observados mediante las otras técnicas de caracterizacion (FT-IR, RMNSss,
SEM, DSC y TG) confirmandose la presencia de interacciones y la formacién de nuevos
sistemas entre SMZ y los AA en estado sélido. Por un lado, entre HIS y el IFA se obtiene una
sal cristalina SMZ:HIS tanto por la técnica de MAS como por LF y, por otro lado, cuando se

combina SMZ con ARG utilizandose la técnica de LF se obtiene la sal amorfa SMZ:ARG.

FUROSEMIDA
OBTENCION DE FURII' Y CARACTERIZACION DE LOS POLIMORFOS

Debido a la importancia que presenta el polimorfismo en el sector farmacéutico, resulta
fundamental conocer el nimero de polimorfos que presentan los IFAs y las caracteristicas
fisicoquimicas de los mismos. Particularmente FUR presenta diversas formas polimérficas y
forma solvatos con DMF y dioxano. La forma polimérfica | (forma comercial) es la mas estable
y las otras formas tienden a cristalizar a ésta con el tiempo.1?°-1?2 Teniendo en cuenta estos

antecedentes se plantea estudiar los polimorfos | y 1l del IFA.

La preparacion del polimorfo Il de FUR (FURII) se efectué por evaporacion rapida en
rotavapor a 25 °C, para lo cual previamente se disolvi6 completamente el polimorfo | de FUR
(FUR comercial que de ahora en adelante serd llamada simplemente FUR) en acetona con
agitacion constante durante 60 min. La obtencion del IFA en la forma polimorfica Il demandoé

numerosos intentos debido a que la pureza del solvente y las condiciones climaticas afectaban
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la conversion de FUR a la forma Il. El sélido obtenido se analiz6 mediante FT-IR, RMNSss,
DRXP y SEM y se compar6 con FUR.

El espectro FT-IR de FUR (Figura 3.8) se caracteriza por poseer bandas a 3397, 3285y
1567 cm™ atribuidas a las vibraciones de estiramiento del grupo —NH de la sulfonamida, a
3353 cm™ correspondiente a la vibracion del estiramiento del grupo —NH de la amina
secundaria, a 1324 y 1141 cm™ originadas por el estiramiento del grupo S=Oy a 1673 cm™

ocasionada por estiramiento del grupo C=0.
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Figura 3.8. Espectros FT-IR de FUR y FURII.

En el espectro de FURII se observa una notoria modificacién de las sefiales en la zona de
3200-3400 cm™, atribuible al cambio en la vibracién de los enlaces de esta estructura
cristalina. Una de las bandas del grupo —NH de la sulfonamida, presente en el espectro de
FUR, desaparece en FURII, mientras que la otra banda sufre un corrimiento de 3285 cm™ a
3254 cm™. Por otro lado, la banda correspondiente al grupo —NH de la amina secundaria
evidencia un ligero corrimiento de 3353 cm™ a 3347 cm? y las sefiales originadas por el
estiramiento del grupo S=0 se desplazan de 1324 cm™ a 1339 cm™ y de 1141 cm™ a 1165
cm™ (Figura 3.8). El cambio en las vibraciones asociadas con el grupo sulfonamida en FURII
sugiere que hay una alteracion en el enlace de hidrégeno dentro del cristal, el que puede ser
resultado de un cambio en la conformacion molecular y en el empaquetamiento del cristal.

Estos resultados permiten confirmar la obtencion de FURII.
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En el espectro de *C CP-MAS de FUR (Figura 3.9) se puede distinguir la sefial del grupo
carboxilo a 171,7 ppm (C12) y la del grupo metileno a 39 ppm (C5). El resto de las sefales
aparecen entre 100 y 160 ppm. A partir de estas sefiales, es posible identificar los polimorfos
I 'y Il ya que se diferencian varias sefiales entre ellos, por ejemplo, el desplazamiento a mayor
ppm, o campos mas bajos, de los C5 y C12 de FURII y las marcadas modificaciones que
sufren las sefales de los C1y C8 de FURII con respecto a las sefales de estos en el espectro
de FUR. Ademas, se puede apreciar que para los C6, C9y C10 en FUR hay dos sefiales de
resonancia, mientras que aparece s6lo una en el espectro de FURII. Los datos de **C CP-
MAS sugieren un cambio en la conformacién molecular de la molécula de FUR en la forma
cristalina Il, que puede estar asociado a la alteracion en el enlace de hidrégeno dentro del

cristal evidenciada por FT-IR.

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
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Figura 3.9. Espectros 3C CP-MAS de FUR y FURII.

Por otra parte, los difractogramas obtenidos por DRXP muestran que los patrones de
difraccién de FUR y FURII (Figura 3.10) presentan sefiales muy diferentes entre si las cuales
reflejan diferencias en el empaquetamiento y la estructura de los cristales, confirman la

presencia del polimorfo Il y sustentan los resultados obtenidos por FT-IT y RMNss.
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Figura 3.10. Patrones DRXP de FUR y FURII.

Las microfotografias obtenidas por SEM (Figura 3.11) muestran diferencias en cuanto a la
morfologia y a la distribucién de las particulas de FUR y FURIIL. En el caso de FUR, se

observan cristales tubulares hexagonales, mientras que FURII se presenta como cristales mas
aglomerados en forma de aguja.

Figura 3.11. Microfotografias SEM de FUR y FURII.
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Una vez confirmada la obtencion de la forma Il de FUR se evalu6 su solubilidad en agua.
Los resultados evidenciaron que FURII (0,039 mg/mL) no presenta ventajas respecto a FUR
(0,047 ml/mL) dado que tiene una solubilidad intrinseca menor. Por otra parte, el rendimiento
en la produccion de FURII fue bajo e insuficiente para estudios exhaustivos de este polimorfo
referentes a solubilidad en combinacion de diferentes ligandos y a sus propiedades
biofarmacéuticas. Teniendo en cuenta que la utilizacién de un polimorfo dificil de obtener no
presenta ninguna ventaja para el area farmacéutica sobre la forma comercial disponible

actualmente, se decidi6é continuar solo con la caracterizacion y el estudio de FUR comercial.

El espectro Raman de FUR se caracteriza por poseer sefiales a 3271 y 1567 cm™
originadas por las vibraciones de estiramiento del grupo —NH de la sulfonamida, a 3348 cm™*
debidas a la vibracién del estiramiento del grupo —NH de la amina secundaria, asi como a
1338 y 1147 cm™ correspondientes al estiramiento del grupo S=0 (Figura 3.12). Las sefiales
a numeros de onda superiores a 1800 cm™ son muy débiles, por lo que los espectros de las

MF y de los sistemas binarios y ternarios seran analizados hasta 1800 cm™™.
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Figura 3.12. Espectro Raman de FUR.

El perfil DSC de FUR exhibe un proceso endotérmico a 136,1 °C sin pérdida de masa en
la curva TG (en el rango de 130-140 °C), demostrando que este proceso no surge de la
desolvatacion del farmaco; este comportamiento fue previamente reportado e indica una
probable transicion de fase polimérfica a una temperatura cercana a 130 °C.12-124 E| perfil
DSC del IFA presenta también una endoterma de fusién a 219,9 °C seguida de un proceso
exotérmico a 223,6 °C y dos procesos endotérmicos (271 y 281,9 °C) asociados a la

descomposicion del farmaco (Figura 3.13). La curva TG muestra una pequefa pérdida de
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masa de 1,5% entre los 222-230 °C y una gran pérdida de masa a partir de los 260 °C que

corresponde a la descomposicion de FUR.
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Figura 3.13. Perfil DSC (fucsia) y curva TG (azul) de FUR. Las flechas con lineas punteadas

sefalan los eventos de descomposicion.

SELECCION DEL METODO DE PREPARACION DE LOS SISTEMAS SOLIDOS

Las muestras en estado sélido de los sistemas compuestos por FUR (F) y los diferentes
ligandos [B-CD (C), MD (M), TEA (T) y ARG (A)] se obtuvieron empleando la técnica de MAS
utilizando agua como solvente. Cabe destacar que no se utilizo la técnica de LF debido a que
la baja solubilidad del IFA no permite obtener cantidad de muestra suficiente para llevar a
cabo todos los estudios de caracterizacion y evaluacion. Las muestras obtenidas fueron:
FCwas, FMwas, FTuas, FAwas, FA2uas, FTCwas, FTMmas, FACuas Y FAMyas.

Para el caso del sistema binario entre FUR y TEA, ademas del sélido obtenido por MAS,
se obtuvieron dos sistemas por evaporacion lenta (EL). La seleccion del solvente a utilizar se
realiz6 teniendo en cuenta la solubilidad del IFA y del ligando, con el objetivo de obtener la
completa disoluciéon de los componentes en el solvente seleccionado. Se seleccionaron

acetona y metanol obteniéndose los sistemas FT/g y FTVg,.

CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS SOLIDOS
Con el objetivo de confirmar la obtencion de nuevos sistemas supramoleculares de FUR
con los diferentes ligandos en estado sélido y dilucidar el tipo de interacciones presentes en

éstos, se caracterizaron las muestras obtenidas a partir de las diferentes técnicas de
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preparacion y se compararon con los componentes puros y con las MF: FCur, FMwr, FTwr,
FAMF, FAZMF, FTCMF, FTMMF, FACwe Yy FAMwuE.

SISTEMAS BINARIOS CON OLIGOSACARIDOS
Teniendo en cuenta que FUR forma complejos de inclusién con B-CD y MD en solucién®
y con el objetivo de confirmar la formacion de estos sistemas en estado sélido, las muestras

obtenidas por MAS y MF se analizaron empleando diversas técnicas de caracterizacion.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

El espectro FT-IR de FUR fue completamente descripto anteriormente (Figura 3.8, pagina
91). Los espectros de 3-CD y MD se caracterizan por presentar sefiales intensas entre 3000
y 3500 cm™ ocasionadas por la absorcién de los grupos OH de las macromoléculas (Figura
3.14).

El espectro FT-IR de FCye corresponde simplemente a la superposicion de los espectros
de los componentes puros. En cambio, en el espectro FT-IR del sistema FCuas las bandas de
FUR correspondientes al estiramiento S=O (1324 y 1141 cm™?) se desplazan hacia frecuencias
mas altas (1327 y 1150 cm™), lo que sugiere que el grupo sulfonamida de FUR interacciona

con B-CD mediante la formacion de enlaces puente hidrégeno (Figura 3.14a).

Al igual que para la MF con B-CD, el espectro FT-IR de FMue corresponde simplemente a
la superposicién de los espectros de los componentes puros. Por otro lado, en el espectro de
FMwas (Figura 3.14b) las bandas del IFA asignadas al estiramiento S=O se desplazan a
frecuencias mas altas de 1333 y 1156 cm™. Ademas, las bandas del farmaco correspondientes
a las vibraciones C=0 (1673 cm?) y CI (583 cm™) se desplazan a 1670 y 576 cm¥,
respectivamente. Estos eventos sugieren que el grupo sulfonamida y el anillo aromatico del

IFA interactian con la MD mediante enlaces puente hidrégeno.

X E| sistema soluble entre FUR y los oligosacéridos se forma en agua y FGS cuando parte del IFA se encuentra
en forma neutra dado que la interaccién entre el IFA y los ligandos no se encuentra mediada por cargas.
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Figura 3.14. Espectros FT-IR de: (a) FUR, B-CD, FCwur, FCwmas; (b) FUR, MD, FMug, FMuas.

ESPECTROSCOPIA RAMAN

En el espectro Raman de FCyr (Figura 3.15a) se aprecia la superposicion de los espectros
de los componentes puros, mientras que en el espectro del sistema FCwas Se evidencia un
leve desplazamiento en una de las bandas de FUR correspondientes al estiramiento S=0
(1147 cm™) hacia frecuencias mas bajas (1145 cm™) confirmando la formacién de enlaces
puente hidrégeno entre el oligosacarido y el IFA previamente descriptos a partir del andlisis
de los espectros FT.IR.

Por otra parte, el espectro FMue es muy similar al del oligosacarido puro, es decir no se
observan sefales de FUR. Este comportamiento puede deberse a la diferencia en cantidad
de FUR y MD en la mezcla, sumada a la capacidad de dispersar y emitir la luz de cada uno
de los componentes. En el espectro Raman de FMwas (Figura 3.15b) se aprecian ciertas
sefiales del IFA (marcadas con una flecha) levemente desplazadas hacia frecuencias mas
altas 0 mas bajas que la sefial que le dio origen confirmando la presencia de interacciones

entre los componentes.
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Figura 3.15. Espectros Raman de: (a) FUR, B-CD, FCwr, FCuas; (b) FUR, MD, FMug, FMuas.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
En las imagenes de $-CD (Figura 3.16) se aprecian cristales de forma y tamafo irregular,
donde se diferencian particulas pequefias adheridas a la superficie de otras mas grandes. Al

compararlas con las particulas de FUR se observa una gran diferencia de tamafio.

En las microfotografias de FCwr se distinguen los cristales caracteristicos de FUR
mezclados con particulas de B-CD, mientras que se observa un cambio drastico en la
morfologia de las particulas en FCuas donde las microfotografias muestran aglomerados
compactos e irregulares, formados por la adherencia de particulas de diferentes formas y

tamafios en las que desaparece la morfologia original de ambos componentes (Figura 3.16).
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Figura 3. 16. Microfotografias SEM de: FUR, B-CD, FCyr, FCuas.

Las imagenes de MD (Figura 3.17) exhiben particulas esféricas de diferentes tamafios.
Las microfotografias de FMwuas revelan una estructura menos ordenada, con aglomerados
compactos e irregulares donde la morfologia original de los dos componentes desaparece. En
contraste, las imagenes de FMur muestran similitud con las de los componentes puros en

concordancia con los resultados obtenidos por las espectroscopias FT-IR y Raman.
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Figura 3.17. Microfotografias SEM de: FUR, MD, FMwyg, FMuas.

A partir del cambio en la morfologia original de los componentes, presente en las
estructuras de los sistemas FCuas Y FMwmas, Se confirma la existencia de una nueva forma
cristalina favorecida por las interacciones farmaco-oligosacérido evidenciadas por

espectroscopia FT-IR y Raman.

ANALISIS TERMICO
Los perfiles DSC de B-CD y MD (Figura 3.18) presentan endotermas anchas
caracteristicas entre 50 y 150 °C asociadas al fendmeno de deshidratacion por pérdida de las

moléculas de agua desde el interior de la cavidad de los oligosacaridos. Las endotermas de
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deshidratacion poseen un méaximo a 100,1 °C en el perfil DSC de 3-CD y a 99,3 °C en el de
MD. La pérdida de masa evidenciada en el TG (Figura 3.19) en ese rango de temperaturas es
de 9% para B-CD y de 4,5% para MD. Por encima de los 300 °C las curvas de TG muestran
pérdida de peso que se corresponde con una endo-exoterma en el perfil DSC de 3-CD y con
una exo-endoterma en el perfil DSC de MD, ambas asignadas al fendmeno de

degradacion.1?5:126
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Figura 3.18. Perfil DSC de: (a) FUR, B-CD, FCur, FCuas; (b) FUR, MD, FMug, FMuas.

La comparacion de las curvas DSC de los sistemas FCuas Y FCwr confirma una interaccion
entre FUR y B-CD en el sistema preparado por MAS donde se puede apreciar que el evento
de fusion de FUR se desplaza de 219,9 °C a 227,2 °C mientras que en FCyr Se mantiene en
221 °C (Figura 3.18a). Las curvas TG revelan el proceso de deshidratacion entre 50 y 150 °C
con pérdidas de masa de 6,8% para FCuas y de 7,7% para FCwr (Figura 3.19a). Estos
resultados evidencian que algunas de las moléculas de agua presentes originalmente en la

cavidad de B-CD fueron reemplazadas por moléculas del IFA.

El perfil DSC del sistema FMwuas (Figura 3.18b) muestra la desaparicion completa de los
eventos térmicos de FUR permitiendo confirmar la existencia de interaccion entre los
componentes previamente descripta por espectroscopia FT-IR y Raman. Las curvas TG
revelan el proceso de deshidratacion entre 50 y 150 °C con pérdidas de masa de 4,2% para

FMwuas y de 3% para FMwe (Figura 3.19b).
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Figura 3.19. Curvas TG de: (a) FUR, B-CD, FCur, FCwmas; (b) FUR, MD, FMug, FMuas.

DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVO

Los componentes puros (FUR y [B-CD) muestran difractogramas caracteristicos de
sustancias cristalinas con varias sefiales de intensidad variable y bien definidas, mientras que
MD muestra una relacion sefial/ruido sin picos definidos consistente con su naturaleza amorfa
(Figura 3.20).

En los patrones DRXP para los sistemas FCur Y FCwuas, €s posible distinguir senales
caracteristicas de FUR y B-CD indicando que la naturaleza cristalina del farmaco se mantiene
en ambos casos. Adicionalmente, se puede observar que el difractograma de FCwuas difiere de
los difractogramas de FUR y B-CD ya que se aprecia maodificacion en la intensidad y la forma
de varias sefales (marcadas con flechas en la Figura 3.20a), lo que evidencia la presencia de
una nueva forma cristalina. Por otra parte, el patrén de difraccion de FCwur corresponde a la

superposicién de los patrones de difraccion de los componentes puros.

El patron de difraccion correspondiente a FMue también evidencia la superposicion de los
picos caracteristicos de FUR y MD, mientras que en FMyas Se aprecia una notable disminucién
en la cristalinidad del IFA (Figura 3.20b).

Estos resultados se correlacionan con los obtenidos previamente por las otras técnicas de
caracterizacion indicando la ausencia de interacciones en FCur y FMwue y, por otro lado,
confirmando la formacion de sistemas supramoleculares solidos (complejos de inclusion) a

partir de la técnica de MAS entre FUR y ambos oligosacaridos (FCuas Y FMwas).
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Figura 3.20. Patrones DRXP de: (a) FUR, B-CD, FCwr, FCwuas; (b) FUR, MD, FMwr, FMuas.

SISTEMA BINARIO CON TRIETANOLAMINA

Como se describié anteriormente, FUR forma un sistema soluble en soluciéon con TEA*
mediado por interacciones ionicas. Teniendo en cuenta estos antecedentes y con el objetivo
de confirmar la formacion de este sistema en estado soélido, las muestras binarias obtenidas

entre FUR y TEA se analizaron empleando diversas técnicas de caracterizacion.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los espectros FT-IR de FTue y FTumas (Figura 3.21) muestran la aparicion de una nueva
banda correspondiente al grupo COO- a 1612 cm™. Adicionalmente, se puede apreciar la
desaparicién de la banda del IFA correspondiente al estiramiento —NH de la amina secundaria
(3353 cm™?) y una de las bandas correspondientes al estiramiento —NH de la sulfonamida se

desplaza de 3285 cm™a 3236 cm? en FTur ¥y a 3237 cm™ en FTuas. Este comportamiento

X El sistema soluble entre FUR y TEA se forma en agua y PBS cuando parte del IFA se encuentra ionizado como
FUR".
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sugiere que, tanto en el solido preparado por MF como en el preparado por MAS, los
componentes interaccionan de forma iénica formando una sal en estado solido (al igual que
ocurre en solucién). El hecho de que en el espectro de FTye se observen las mismas
modificaciones que en el espectro de FTuas podria deberse a que TEA es un liquido viscoso

gue puede actuar como solvente en la MF propiciando la interaccion entre los componentes.
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Figura 3.21. Espectros FT-IR de: FUR, TEA, FTur, FTuas.

ESPECTROSCOPIA RAMAN
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Figura 3.22. Espectros Raman de: FUR, TEA, FTwr, FTuas.
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En concordancia con lo observado mediante FT-IR, los espectros Raman de FTur Yy FTwvas
no exhiben diferencias entre ellos y, a su vez, se aprecia la aparicién de la sefial del grupo
COO" a 1618 cm™. Ademas, se puede observar que las dos bandas correspondientes al
estiramiento del grupo S=0 se desplazan a frecuencias mayores, de 1338 cm* a 1361 cm?y
de 1147 cm™*a 1159 cm™ (Figura 3.22).

Estos resultados sustentan la hipétesis de la existencia de interacciones del tipo i6nicas
entre FUR y TEA, formando una sal farmacéutica entre los componentes en estado solido,

independientemente de la técnica de preparacion.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO SOLIDO

A partir de un andlisis detallado de los espectros *C CP-MAS de FTwr y FTuas, Se puede
observar que éstos no presentan diferencias en la intensidad de las sefiales ni en las
posiciones de desplazamiento quimico. Sin embargo, las sefiales correspondientes a FUR se
ven modificadas por la presencia de TEA. En la Figura 3.23 se puede apreciar la aparicion de
sefales entre 50 y 55 ppm correspondientes a los C de la alcanolamina en los espectros de
FTue y FTuas, Y un deslazamiento leve de la sefial del C5 de FUR de 38,8 ppm a 39,8 ppm. A
su vez, se evidencia un corrimiento en las sefiales caracteristicas de los C7, C9, C10, C8, C1,
C4, C6 y C12 del IFA entre 100 y 180 ppm. Estos deslazamientos estan plasmados en la
Tabla 3.3.
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Figura 3.23. Espectros *C CP-MAS de: FUR, FTwg, FTwvas.

La similitud espectral de FTue Y FTuas coincide con los resultados observados previamente
por las otras técnicas espectroscopicas, confirmando que la interaccion entre los

componentes es independiente de la técnica de preparacion.
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Tabla 3.3. Desplazamientos de las sefiales de los C de FUR.

C1 C4 C5 C6 C7 cs C9 C10 C12
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppmM) | (ppm) | (ppm) | (Ppm) | (ppm) | (Ppm)

154,1 126,0 | 136,0
FUR 143,5 | 149,9 | 38,8 150.7 116,4 | 1411 | 15 40 | 1347 171,6

FTumr Y FTmas 142,9* | 153,3# | 39,8 | 153,3% | 115,3 | 142,9* | 123,7 135 172,9

* Las sefiales de los C1y C8 aparecen juntas; #Las sefiales de los C4 y C6 aparecen juntas.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las imagenes de SEM de FTue Y FTmas (Figura 3.24) evidencian cambios en el tamafio y
en la morfologia de las particulas, en comparacion con las del farmaco libre. Las
microfotografias de FTmas muestran estructuras compactas con formas irregulares y
adherencia de particulas de diferentes tamafios. Esta notoria diferencia en la apariencia de
las particulas puede atribuirse a la presencia de interacciones, evidenciada por las técnicas
espectroscopicas, en estado sélido entre FUR y TEA. Adicionalmente, las particulas en las
microfotografias de FTwr no presentan diferencias morfolégicas con las particulas de FTuas
confirmando la formacion del mismo tipo de sistema sélido a partir de ambas técnicas de
preparacion.

Figura 3.24. Microfotografias SEM de: FUR, FTur, FTwvas.
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ANALISIS TERMICO

El perfil DSC de TEA (Figura 25a) presenta una endoterma amplia tipica de deshidratacion
entre 50y 125 °C. Adicionalmente, por encima de 200 °C el perfil DSC exhibe dos endotermas
con maximos a 245,1y 302,3 °C asociadas a la descompaosicién de la alcanolamina, tal como
lo confirma por la pérdida de peso en la curva TG.

Las curvas DCS de FTwr ¥ FTuwas muestran la desaparicion completa de los eventos
térmicos de FUR y, a su vez, no evidencian diferencias entre ellas confirmando la formacion
del mismo tipo de sistema entre los componentes en ambas muestras. El proceso de
deshidratacion registrado por TG revela una pérdida de peso de 2,9% para FTwe y de 2,5%
para FTwas, mientras que se aprecia una pérdida de peso de 1% para TEA pura. A partir de
las curvas TG se puede sugerir que la temperatura necesaria para degradar al farmaco libre
es similar a la temperatura necesaria para degradar al farmaco en FTue y FTwas, |0 que sugiere
gue la estabilidad térmica de FUR en estado sélido no se ve afectada al interaccionar con la

alcanolamina.
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Figura 3.25. Perfil DSC (a) y curvas TG (b) de: FUR, TEA, FTur, FTuas.

DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVO

Los resultados obtenidos con las distintas técnicas de caracterizacion utilizadas no
evidencian diferencias significativas entre los sélidos FUR:TEA obtenidos por MF y MAS,
sugiriendo que se obtiene el mismo sistema por ambas técnicas. Considerando estos
resultados, se evalud el efecto del método de preparacion en la obtencién del sistema
FUR:TEA para lo cual se prepararon muestras por evaporacion utilizando como solventes

acetona y metanol.
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La DRXP es una técnica que permite la identificacion de fases cristalinas debido a que
cada sdlido cristalino posee un difractograma caracteristico. Es por esto que los patrones de
DRXP correspondientes a los sistemas binarios FUR:TEA (FTwmr, FTmas, FT?L y FTMe) se

analizaron y compararon con el objetivo de confirmar si corresponden al mismo sistema sélido.

Como se puede apreciar en la Figura 3.26, es posible diferenciar el patron de difraccion

de los diferentes sistemas respecto del patron del IFA puro y en todos los casos los sistemas
son sdlidos cristalinos.

Los difractogramas de los sistemas FTwr, FTuas, FT?e. Y FTMe. no muestran diferencias
significativas entre ellos revelando que se trata del mismo sélido cristalino. Estos resultados
confirman que se produce el mismo tipo de interaccion entre los componentes en las muestras
obtenidas por diferentes métodos de preparacion, sustentando los resultados obtenidos por
espectroscopia FT-IR, Raman y RMNss, SEM y andlisis térmico para FTue y FTuas.

i AL 1 Ay

Intensidad

FTue

FUR

20

Figura 3.26. Patrones DRXP de: FUR, FTwr, FTwuas, FT2el, FTVe..

Teniendo en cuenta que independientemente de la técnica de preparacion utilizada (MAS,
MF, EL) se obtiene una sal farmacéutica cristalina entre FUR y TEA, de ahora en adelante se
denominara a este sistema supramolecular FT.

SISTEMAS TERNARIOS CON TRIETANOLAMINA Y OLIGOSACARIDOS
Como se describié anteriormente (pagina 102) FUR forma un complejo de inclusion
cristalino con 3-CD, un complejo de inclusion amorfo con MD y una sal farmacéutica cristalina

con TEA cuando se emplean las técnicas de preparacion descriptas. Teniendo en cuenta
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estos antecedentes y con el objetivo de confirmar la formacion de sistemas supramoleculares
ternarios entre estos componentes, las muestras obtenidas entre FUR, TEA y B-CD y entre
FUR, TEA y MD se analizaron empleando diferentes técnicas de caracterizacion.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los espectros FT-IR de FTCur y FTCwuas (Figura 3.27a) evidencian la desaparicion de la
banda correspondiente al estiramiento del grupo —NH de la amina secundaria de FUR y la
aparicion de la banda correspondiente al COO- (1617 cm™), coincidiendo con el
comportamiento observado para el sistema binario FT (Figura 3.21, pagina 104). Ademas,
puede distinguirse el desplazamiento de las bandas correspondientes a S=O de 1324 cm™ a
1328 cmtyde 1141 cm™ a 1159 cm?, al igual que se observé en el espectro de FCwuas (Figura
3.14, pagina 97). Estos cambios espectrales sugieren que, al combinar los 3 componentes,
FUR interacciona tanto con TEA (con interacciones iénicas) como con B-CD (mediante
enlaces puente hidrégeno). Como en el sistema FUR:TEA, en las muestras ternarias
FUR:TEA:B-CD se producen interacciones en los sélidos obtenidos por MF y MAS, debido a
que el ligando TEA actida como solvente en la MF favoreciendo la interaccion entre los

componentes.

De forma similar, el comportamiento espectral de FTMwr es igual al de FTMwmas debido al
efecto que presenta TEA de actuar como solvente (Figura 3.27b). En ambos casos es posible
observar que la banda que en FUR aparece a 1567 cm™ (correspondiente a las vibraciones
de estiramiento del grupo —NH de la sulfonamida) se ve apantallada por el espectro de MD,
disminuida en intensidad y desplazada a frecuencias inferiores de 1553 cm™. Dicha
modificacion espectral sugiere que, en el nuevo sistema sélido, el grupo sulfonamida del IFA
participa en la interaccién con los otros componentes. Sin embargo, salvo en esa banda, los
espectros obtenidos para FTMwe Y FTMuas son similares al espectro de MD, lo que puede
deberse a la cantidad de MD presente en la muestra. Si bien la relacion es equimolar (1:1:1)
entre los componentes, la diferencia en sus PM (PMgur: 330,74 g/mol, PMrea: 149,18 g/mol y
PMwmp: 10370 g/mol) hace que la cantidad en masa de MD sea considerablemente superior a
lade FUR y TEA.
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Figura 3.27. Espectros FT-IR de: (a) FUR, B-CD, TEA, FTCwr, FTCwuss; (b) FUR, MD, TEA,
FTMwr, FTMuas.

ESPECTROSCOPIA RAMAN

En el espectro Raman de FTCwr se puede observar una sefial de TEA (1) y otra de FUR
(2) que no se encuentran presentes en el espectro de FTCwuas, asi como en FTCuas Se aprecia
una sefial de B-CD (3) que no esta presente en la MF (estas sefiales se pueden ver marcadas
en la Figura 3.28a con flechas). No obstante, estas bandas representan sefiales sin alterar de
los componentes puros y no participan en las interacciones que se estan originando entre los
componentes. Adicionalmente, en los espectros Raman de FTCwr y FTCuas Se puede apreciar
la aparicion de la sefial correspondiente al grupo COO™ a 1619 cm?, coincidiendo con el
comportamiento observado para el sistema binario FT (Figura 3.22, pagina 104), asi como el
desplazamiento de una de las bandas correspondientes al grupo S=0 de 1147 cm™ a 1159
cm?, sustentando los resultados obtenidos mediante FT-IR que sugieren que FUR
interacciona tanto con TEA como con B-CD en los sistemas multicomponentes FTCue y
FTCwas.
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Figura 3.28. Espectros Raman de: (a) FUR, B-CD, TEA, FTCwr, FTCuas; (b) FUR, MD, TEA,
FTMwmr, FTMuas.

Por otro lado, como ocurre en los espectros FT-IR, no se observan diferencias entre los
espectros Raman de los sistemas FTMwme Yy FTMwas, ni con el espectro de MD. Este
comportamiento puede atribuirse a la cantidad de oligosacarido presente en los sélidos y a la

capacidad de dispersar y emitir la luz de cada uno de los componentes (Figura 3.28b).

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO SOLIDO

El espectro *C CP-MAS de B-CD se corresponde con un sélido cristalino ya que se
caracteriza por poseer resonancias multiples y agudas para cada tipo de atomo de carbono
(C1, 101-104 ppm; C4, 80-85 ppm; C2,3,5, 72-76 ppm; C6, 58-65 ppm), las cuales se
atribuyen a mas de una conformacién o entornos de empaquetamiento. Estas caracteristicas
se han correlacionado con diferentes angulos de torsion de los enlaces a 1—4 y con los

angulos de torsion que describen la orientacién de los grupos hidroxilos.*?” Al comparar los
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espectros de las sustancias puras, se puede observar que la Unica superposicion de sefiales
entre FUR y B-CD es entre el C11 y el C1’, respectivamente (Figura 3.29a). Por el contrario,
las sefiales anchas en el espectro de MD (Figura 3.29b) confirman que se trata de un sdélido
amorfo con resonancias de 400 Hz de ancho.®® Adicionalmente, se puede apreciar que las
sefales en el espectro de MD se encuentran dentro de la region 58-107 ppm, practicamente

separadas de las sefiales del espectro de FUR.
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Figura 3.29. Espectros *C CP-MAS de: (a) FUR, B-CD, FTCur, FTCwas; (b) FUR, MD,
FTMwr, FTMwas.

Los espectros *C CP-MAS de los sistemas ternarios FTCur ¥ FTCuas (Figura 3.29a)
evidencian similitud en la intensidad de las sefales y en las posiciones de los desplazamientos
guimicos. Ademas, las sefiales correspondientes a FUR [modificadas por la presencia de TEA
(Figura 3.23, pagina 105)] pueden reconocerse en ambos espectros sugiriendo una fuerte
interaccion, principalmente entre FUR y TEA y en menor medida con 3-CD. Las semejanzas
encontradas en los espectros de FTCur y FTCwas evidencian que las interacciones entre los
componentes ocurren de la misma manera en ambos sistemas ternarios, sustentando los

resultados de las espectroscopias FT-IR y Raman.

Como era de esperarse teniendo en cuenta los resultados de FT-IR y Raman, los
espectros *C CP-MAS de FTMwr Y FTMwas (Figura 3.29b) sélo muestran la sefial MD, debido
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a la cantidad de oligosacarido en la muestra, impidiendo la extraccion de cualquier informacion

espectroscoépica en estos sistemas.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las microfotografias de las muestras ternarias obtenidas por MAS (FTCuas Y FTMwuas)
muestran particulas de forma irregular con cambios en el tamafio y en la morfologia con
respecto a los componentes puros correspondientes, sugiriendo la formacion de nuevas fases
sélidas entre FUR y los ligandos en estado soélido (Figura 3.30). En particular, en las imagenes
de FTCwas se exhiben estructuras rugosas compactas de diferentes tamafios, mientras que
para FTMuas se observa un sistema compacto de superficie lisa, con forma irregular y
adherencia de particulas de diferentes tamafos.

Figura 3.30. Microfotografias SEM de: FUR, 3-CD, MD y de los sistemas ternarios.
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Por otro lado, las microfotografias de FTCwry FTMume muestran ligeras diferencias con las
de los sistemas obtenidos por MAS, sin embargo, la forma y el tamafio de las particulas en
ambas muestras difieren completamente de las de los componentes puros. En la
microfotografia de FTCwr se observan estructuras finas y alargadas unidas a una base de
mayor tamafio, mientras que en la imagen de FTMye se aprecian estructuras lisas con

pequefias adherencias a la superficie.

Las microfotografias de los sistemas ternarios FTCuas Y FTMwuas Se asemejan a las de los
sistemas binarios FCuas (Figura 3.16, pagina 99) y FMwas (Figura 3.17, pagina 100),
respectivamente. Mientras que las imagenes de los sistemas FTCwr Y FTMue Se aproximan

mas a las del sistema binario FT (Figura 3.24, pagina 106).

Las diferencias morfoldgicas entre muestras obtenidas por MF y MAS, observadas en las
imagenes de SEM, podrian atribuirse a la metodologia utilizada para obtener los diferentes
sistemas, ya que el tiempo de malaxado es considerablemente superior en los sistemas
obtenidos por MAS. Sin embargo, el cambio drastico en la forma y el aspecto de las particulas

de todos los sistemas obtenidos confirma la presencia de nuevas fases solidas.

ANALISIS TERMICO

Las curvas DCS de los sistemas ternarios (Figura 3.31) muestran la desaparicién completa
de los eventos térmicos de FUR confirmando la interacciébn molecular del farmaco con los
ligandos. En particular, las curvas de FTCur y FTCuas evidencian algunas diferencias entre
ellas hasta 150 °C y luego son muy similares. Por otro lado, los perfiles de FTMwue Yy FTMuas

no muestran diferencias significativas entre ellos.
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Figura 3.31. Perfil DSC de: (a) FUR, B-CD, TEA, FTCwr, FTCuas: (b) FUR, MD, TEA,
FTMwr, FTMuas.
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Las curvas TG revelan un proceso de deshidratacion con una pérdida de masa de 8,4%
para FTCwas, de 8,3% para FTCwe, de 6,1% para FTMwuas y de 6,3% para FTMwe (Figura 3.32),

en comparacién con una pérdida de masa de 1% para TEA, de 9% para B-CD y de 4,5% para
MD.
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Figura 3.32. Curvas TG de: (a) FUR, B-CD, TEA, FTCur, FTCwuas; (b) FUR, MD, TEA,
FTMwme, FTMuas.

En las curvas TG (Figura 3.32) se puede apreciar que la temperatura necesaria para
degradar a FUR es similar a la temperatura necesaria para degradar al IFA en FTCwug, FTCuas

FTMwur Y FTMwas, l0 que sugiere que la estabilidad térmica de FUR en estado sélido no se ve

afectada al interaccionar con los diferentes componentes.

DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVO

En los difractogramas de FTCwuey FTCuas Se observan sefiales caracteristicas de B-CD y
sefales de FUR indicando que la naturaleza cristalina del farmaco se mantiene en ambos
casos [el mismo comportamiento se observo en los sistemas binarios de FUR con B3-CD
(Figura 3.20, pagina 103) y de FUR con TEA (Figura 3.26, pagina 108) descriptos
anteriormente]. Ademas, no se aprecian diferencias entre los patrones de difraccion de FTCyr

y FTCuas confirmando que a partir de ambos métodos de preparacion se obtiene el mismo
sélido cristalino (Figura 3.33a).
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Figura 3.33. Patrones DRXP de: (a) FUR, B-CD, FTCwug, FTCuas; (b) FUR, MD, FTMwe,
FTMwmas.

Por otro lado, los patrones de difraccion de FTMwr Y FTMuas (Figura 3.33b) muestran una
disminucion en el grado de cristalinidad del farmaco al igual que se pudo apreciar
anteriormente para el sistema binario FUR:MD (Figura 3.20, pagina 103). Adicionalmente,
aungue fue posible observar algunos picos caracteristicos de FUR en FTMug, estos picos no
aparecen en FTMwas lo que puede atribuirse al tiempo de malaxado aplicado en cada una de

las técnicas de preparacion.

Los resultados obtenidos por todas las técnicas de caracterizacion empleadas, sumado al
cambio en el aspecto de las particulas observado por SEM, confirman que existen
interacciones en estado soélido entre los componentes donde, por un lado, FTCue y FTCuasy,
por el otro, FTMume y FTMuas forman un mismo sistema solido, que de ahora en adelante se
llamaran FTC y FTM, respectivamente.
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SISTEMA BINARIO CON ARGININA

Teniendo en cuenta que FUR forma un sistema soluble en solucién con ARG, mediado
por interacciones idnicas, y con el objetivo de confirmar la formacion de este sistema en estado
sélido, las muestras binarias obtenidas entre FUR y ARG por MAS y MF se analizaron

utilizando diversas técnicas de caracterizacion.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los espectros de FAwr Yy FA2we no muestran diferencias entre ellos y corresponden
simplemente a la superposicion de los espectros FT-IR de los componentes puros. A su vez,
en el espectro FT-IR del sistema binario FAuas Se aprecia la aparicion de una nueva banda a
1611 cm?® que corresponde al grupo COO" y el desplazamiento de las bandas
correspondientes a S=0 de 1324 cm™ a 1311 cm™ y de 1141 cm™ a 1147 cm™. Por su parte,
el espectro del sistema FA%yas Nno muestra diferencias en comparacién con FAwas (Figura
3.34).128 A partir de estos resultados se puede decir que en las MF no se observan
interacciones entre FUR y ARG. Por el contrario, en ambos sistemas obtenidos por MAS se
origina la formacién del ion COO-, lo que indica la presencia de interacciones del tipo ibnicas
entre FUR y ARG revelando en ambos casos la formacién de una sal farmacéutica. Este
comportamiento evidenciado entre ambos componentes concuerda con el trabajo de Jensen
y colaboradores,?® donde se informa la obtencién de una sal entre FUR y ARG mediante la

técnica de molienda de bolas.
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Figura 3.34. Espectros FT-IF de: FUR, ARG, FAwr, FA%yr, FAumas, FA%yas.

X E] sistema soluble entre FUR y ARG se forma en agua y PBS cuando parte del IFA se encuentra ionizado como
FUR".
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ESPECTROSCOPIA RAMAN

Los espectros Raman de ambas MF muestran la superposicién de los espectros de los
componentes puros. Por otra parte, en los espectros de FAuas Y FA%uas, que no muestran
diferencias entre ellos, se evidencian pequefios desplazamientos y desaparicion de algunas
sefales de FUR y ARG sumado a un corrimiento de las dos bandas correspondientes al
estiramiento del grupo S=0 de 1338 cm™ a 1369 cm™ y de 1147 cm'a 1156 cm™ (Figura
3.35).128 Estos resultados son consistentes con los obtenidos por espectroscopia FT-IR.
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Figura 3.35. Espectros Raman de: FUR, ARG, FAwr, FA2vr, FAwas, FA%uas.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO SOLIDO

Los espectros *C CP-MAS de FUR y ARG, previamente analizados, se corresponden con
sélidos cristalinos ya que presentan resonancias agudas para cada tipo de atomo de carbono.
Los espectros de FAw y FA?y evidencian similitudes en las posiciones de los
desplazamientos quimicos de los componentes de partida, indicando que no existen
interacciones entre los componentes y que ambos mantienen su estructura cristalina. Sin
embargo, existe modificacion en la intensidad de las sefiales del C1’ de ARG donde
disminuyen las sefiales que aparecen a 179,1y 180,4 ppm e incrementa la sefial originada a
181,8 ppm (Figura 3.36). Adicionalmente, en el espectro de FA2yr se puede apreciar que las
sefiales correspondientes a los carbonos de ARG son mas intensas que en FAwrdebido a la

cantidad del AA en cada una de las muestras.
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Figura 3.36. Espectros *C CP-MAS de: FUR, ARG, FAwr, FA2yur, FAvas, FA2uas.

Por el contrario, los picos anchos en los espectros de FAwas Y FA2uas sugieren que existe
una disminucién en la cristalinidad de los sistemas sélidos con respecto a la cristalinidad de
los componentes de partida, pero las sefiales correspondientes a FUR, modificadas por la
presencia de ARG, pueden reconocerse en ambos espectros. Los principales
desplazamientos en los carbonos de FUR en los espectros de FAwas Y FA%uas ocurren en el
Cl1l2 de 171,6 ppm a 173 ppm, los C1 y C8 que pasan de presentar dos sefiales a 143,5y
141,1 ppm a evidenciar sélo una a 142 ppm, el C9 que pasa de dos sefiales a 126 y 124 ppm
a una sefial a 122,6 ppm y el C5 que se solapa con la sefal del C5’ de ARG. Ademas, dos de
las senales del C1’ de ARG se desplazan de 180,4 ppm a 177 ppm y de 179,1 ppm a 175,3
ppm. Las semejanzas encontradas en los espectros de FAwas Y FA2uas evidencian que las
interacciones entre los componentes ocurren de la misma manera en ambos sistemas
binarios, sin embargo, ambos espectros difieren principalmente entre 50 y 60 ppm y entre 170
y 180 ppm en la intensidad de algunas sefiales originadas por ARG debido a diferencia de

cantidad del AA en cada sistema.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

En las imagenes de FAwr y FA2ue se puede evidenciar la morfologia original de FUR y
ARG. En las microfotografias de FAwas y FA%uas Se aprecian cambios en la morfologia y el
tamafio de las particulas en comparacion con los componentes puros. En estos sistemas se

puede observar que las estructuras son compactas, de forma irregular y que presentan
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adherencias de particulas de diferentes tamafios en la superficie confirmando la formacion de

nuevas formas sélidas entre los componentes.!?

Figura 3.37. Microfotografias SEM de: FUR, ARG, FAwr, FA2ur, FAvas, FA%uas.

ANALISIS TERMICO

Como se describié anteriormente (Figura 3.5, pagina 87-88), el perfil de DSC de ARG
presenta varios procesos endotérmicos. El primero atribuido a la pérdida de agua, el segundo
a la fusibn acompafiada de descomposicion y el ultimo, a 239 °C, a la descomposicion total
de ARG. Los perfiles DSC de FAwas Y FA%was muestran la desaparicién completa de los
eventos térmicos de FUR confirmando la interaccion del farmaco con ARG (Figura 3.38a). Las
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diferencias encontradas entre ambas curvas se deben a la diferencia de cantidad del AA en

cada sistema.'?®

Las curvas TG revelan un proceso de deshidratacion, entre 30 y 150 °C, con una pérdida
de masa de 5,3% para FAwas, de 8,1% para FAwr, de 6,3% para FA2uas y de 8,8% para FA%yr
en comparacion con una pérdida de masa de 7,2% para ARG.?8
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Figura 3.38. Perfil DSC (a) y curvas TG (b) de: FUR, ARG, FAwr, FA%yr, FAuas, FA%uas.

A partir de las curvas TG podemos concluir que la temperatura necesaria para degradar
al farmaco en los sistemas binarios y en las MF es similar a la temperatura necesaria para
degradar a FUR libre, lo que sugiere que su estabilidad térmica en estado sélido no se ve
afectada al interaccionar con ARG.

DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVO

En la Figura 3.39 se puede observar que los difractogramas de FUR y ARG muestran el
comportamiento tipico de sélidos con caracteristicas cristalinas. Sin embargo, los patrones de
difraccion de FAwas Y FA%yas evidencian disminucién en el grado de cristalinidad de los
componentes. A partir de un andlisis mas profundo de estos difractogramas, se observa que
en el patron DRXP de FAwuas aparecen las sefiales mas intensas de FUR, detras de una fase
amorfa, pero no se observan sefiales de ARG. Mientras que en el patron DRXP de FA2yas,
ademas de la fase amorfa y las sefiales mas intensas de FUR, también aparecen algunas de
ARG. Este comportamiento puede deberse a las diferentes cantidades de ARG presentes en
cada uno de los sistemas. La disminucién en la cristalinidad de los sistemas binarios

FUR:ARG obtenidos por MAS podria conducir a una disminucién en la estabilidad del farmaco
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porque, como es sabido los solidos amorfos tienden a cristalizar a la estructura
termodinamicamente mas estable. Por otro lado, en los patrones de difraccion de FAur Yy FA%ue

se puede apreciar la superposicion de las sefiales caracteristicas de los patrones de los
componentes puros indicando ausencia de interaccion entre estos.?

FA%yas

il LI\ JWW
RRTI l

FUR

Intensidad

20

Figura 3.39. Patrones DRXP de: FUR, ARG, FAwr, FA2ur, FAmas, FA%yas.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por las técnicas de espectroscopias FT-IR,
Raman y RMNss, SEM, DSC y TG, confirmando la obtencién de sales farmacéuticas
FUR:ARG (de estequiometria 1:1 y 1:2) mediante la técnica de MAS.

SISTEMAS TERNARIOS CON ARGININA Y OLIGOSACARIDOS

Teniendo en cuenta que FUR forma complejos de inclusion con -CD y MD (pagina 102)
y una sal farmacéutica con ARG, y con el objetivo de confirmar la formacion de sistemas
supramoleculares ternarios entre estos componentes, las muestras obtenidas entre FUR,

ARG y B-CD y entre FUR, ARG y MD se analizaron empleando diferentes técnicas de
caracterizacion.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA
Los espectros de FACwr Yy FAMwe (Figura 3.40) corresponden simplemente a la

superposicion de los espectros FT-IR de los componentes puros donde evidencian que las
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sefiales de FUR en la region de 3200-3600 cm™ se superponen con las sefiales de los grupos

OH- de los oligosacaridos.

En el espectro de FACwas se distingue la sefial correspondiente al COO- (1615 cm™)
observada previamente para los sistemas binarios FAuas Y FA%uas (Figura 3.34, pagina 117),
el corrimiento de la banda asociada al estiramiento del grupo C=0 de FUR hacia mayores
frecuencias (de 1673 cm™ a 1684 cm™) y, adicionalmente, se puede evidenciar cambios en
la intensidad de la sefal originada por el estiramiento del grupo S=0O la cual, a su vez, se

desplaza levemente a frecuencias mayores (de 1324 cm™ a 1328 cm™).
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Figura 3.40. Espectros FT-IR de: (a) FUR, B-CD, ARG, FACwr, FACwuas; (b) FUR, MD, ARG,
FAMue, FAMuas.

En el espectro FAMuas Se puede apreciar cambio en la intensidad de ciertas sefiales de

FUR las cuales muestran también corrimiento hacia frecuencias menores: la del estiramiento
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del grupo C=0 de 1673 cm™ a 1663 cm™ y la del estiramiento del grupo —NH de la sulfonamida
de 1567 cm™ a 1563 cm™.128

Estos resultados sugieren que FUR interactia con ARG de forma idnica y con (3-CD
mediante enlaces puente hidrégeno formando el sistema ternario. Aunque no se evidencia la
banda correspondiente al grupo COO" en el sistema FAMwuas, N0 podemos asegurar que la sal
entre FUR y ARG no se forma debido a que en esa region del espectro predomina el espectro

de MD pura, debido a la cantidad de este componente en el sistema.

ESPECTROSCOPIA RAMAN
Los espectros Raman de FACwr y FAMume (Figura 3.41) evidencian la superposicién de los
espectros individuales de los componentes, con mayor predominio de las sefiales de FUR

debido a la mayor intensidad de las mismas en el espectro del IFA puro.
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Figura 3.41. Espectros Raman de: (a) FUR, B-CD, ARG, FACwr, FACwuas; (b) FUR, MD,
ARG, FAMwmr, FAMuas.
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El espectro del sistema FACwas (Figura 3.41a) exhibe modificaciones en las regiones
espectrales de 350-550 cm™ y 1200-1350 cm™ y desplazamiento a mayores frecuencias de
las bandas correspondientes al estiramiento del grupo S=0O de 1338 cm™ a 1368 cm? y de
1147 cm™a 1154 cm™. Por otra parte, en el espectro de FAMuas Se observan principalmente
las sefiales correspondientes a MD. Sin embargo, algunas bandas del IFA aparecen, aunque
con pequefios corrimientos en la frecuencia, entre 1500 y 1650 cm™ y entre 650 y 800 cm?
(marcadas con flechas en la Figura 3.41b). Estos resultados sustentan los obtenidos por
espectroscopia FT-IR.1%®

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO SOLIDO
El espectro *C CP-MAS de FACwr (Figura 3.42a) evidencia similitud en la intensidad de
las sefales y en las posiciones de los desplazamientos quimicos de los componentes de

partida, indicando que no existen interacciones entre los componentes.
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Figura 3.42. Espectros *C CP-MAS de: (a) FUR, B-CD, ARG, FACwur, FACwas; (b) FUR, MD,
ARG, FAMwEr, FAMuas.

El espectro de FACwas muestra diferencias en la region de 20 a 50 ppm y de 110 a 185
ppm con respecto a la de los componentes de partida, donde las sefiales correspondientes a
FUR [modificadas por la presencia de ARG (Figura 3.36, pagina 119) y B-CD] pueden
reconocerse en el espectro. Por un lado, se observa solapamiento de las sefiales del C5 de
FUR y del C5” de ARG entre 40 y 45 ppm; ademas, en las sefiales de FUR se observa un
desplazamiento de la sefial del C12 de 171,6 a 173 ppm, de los C1 y C8, que de presentar
dos sefiales a 143,5y 141,1 ppm pasan a presentar sélo una a 142,5 ppm y del C9 que pasa
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de dos sefales a 126 y 124 ppm a evidenciar una sefial a 122,3 ppm. Sumado a esto, una de
las sefales del C1’ de ARG desaparece y las otras dos sefiales se desplazan de 180,4y 179,1
ppm a 177 y 175,5 ppm. Estos desplazamientos son similares a los evidenciados en el
espectro del sistema FAwmas. En el espectro de FACwas se aprecia el desplazamiento de los C3
y C2de FUR de 110 ppm a 112 ppm y de 108 ppm a 110 ppm; y del C4” de ARG hacia mayor

ppm, ocasionando el solapamiento de la sefal del C4” con la sefal del C3” de ARG.

Por otro lado, los espectros de FAMur Y FAMwas (Figura 3.42b) s6lo muestran la sefial de
MD, debido a la cantidad de oligosacérido en la muestra, impidiendo la extraccién de cualquier
informacidn espectroscopica en estos sistemas.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Figura 3.43. Microfotografias SEM de los componentes puros y de los sistemas ternarios.
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En la Figura 3.43 las microfotografias de FACwr y FAMwe muestran particulas que

conservan la morfologia original de todos los componentes de partida.

Las imagenes de FACwas exhiben estructuras compactas rugosas con adherencias de
particulas de menor tamafio en la superficie. Estas exhiben mayores similitudes, aunque no
son iguales, con las imagenes del sistema binario FCuas (Figura 3.16, pagina 99) que con las

de los sistemas binarios FAuas Y FA2uas (Figura 3.37, pagina 120).

En las fotografias de FAMwas se aprecian estructuras lisas y compactas de diferentes
tamanios las cuales presentan marcadas diferencias respecto a los componentes de partidas
y a la de los sistemas binarios FMwas (Figura 3.17, pagina 100), FAmas Y FA%uas (Figura 3.37,
pagina 120).

El cambio en la forma y en el tamafio de las particulas sugiere la formacion de nuevas

formas sélidas entre los componentes en los sistemas FACuas Y FAMyas.'?®

ANALISIS TERMICO

Los perfiles DCS de FACwuas Y FAMuas (Figura 3.44) evidencian la desaparicién de los
eventos térmicos del farmaco, confirmando la interaccion molecular entre los componentes.
Por el contrario, ambas MF muestran los eventos caracteristicos de los componentes
individuales confirmando la ausencia de interacciones, donde el punto de fusion de FUR
(219,9 °C) aparece a 220,3 °C en el DSC de FACur y @ 220,6 °C en el de FAMue.
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Figura 3.44. Perfil DSC de: (a) FUR, B-CD, ARG, FACwr, FACwas; (b) FUR, MD, ARG,
FAMwmr, FAMuas.
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En la curva de TG (Figura 3.45) se evidencia pérdida de masa asociada al proceso de
deshidratacion de 12,8% para FACwas, de 8,6% para FACwe, de 9,1 para FAMwuas y de 5,9%
para FAMwr en comparacion con una pérdida de masa de 7,2% para ARG, de 9% para 3-CD
y de 4,5% para MD. La mayor pérdida de masa evidenciada por los sistemas obtenidos
mediante MAS, respecto a las MF, puede atribuirse a que en estos sistemas el solvente
utilizado (agua) queda retenido en el sistema supramolecular.
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Figura 3.45. Curvas TG de: (a) FUR, B-CD, ARG, FACwr, FACwas; (b) FUR, MD, ARG,
FAMwmr, FAMumas.

Ademas, las curvas TG otorgan informacién sobre la temperatura a la que FUR comienza
a degradarse. Los resultados indican que la temperatura necesaria para degradar al farmaco
libre es similar a la temperatura necesaria para degradar los sistemas ternarios y las MF
sugiriendo que en estado solido la estabilidad térmica de FUR no se ve afectada al ser
combinada con ARG y ambos oligosacaridos.

DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVO
Del andlisis realizado anteriormente, se desprende la hipétesis de que la adicion de los
oligosacéridos podria constituir una estrategia interesante para estabilizar el sistema amorfo

FUR:ARG debido a que B-CD es ampliamente utilizada para incrementar la estabilidad fisica
de solidos farmacéuticos.*3°

En los difractogramas de FACwr Yy FAMwr (Figura 3.46) se aprecia la superposicion de las
sefales caracteristicas de todos los componentes puros sin evidencia de interaccion entre
éstos. Por otro lado, en el difractograma de FACwas (Figura 3.46a) el sélido obtenido mantiene

la cristalinidad de todos los componentes, mientras que en el patron de difraccion de FAMwuas
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(Figura 3.46b) se observa pérdida en la cristalinidad de FUR y ARG y una completa
amorfizacion del sistema. Por lo tanto, se confirma que FACwas Y FAMwas constituyen
estrategias alentadoras en cuanto a estabilidad fisica del sistema FUR:ARG ya que B-CD
ayuda a mantener todos los componentes en estado cristalino, mientras que MD logra la

completa amorfizacion del sistema (lo cual era esperado debido a que MD es un soélido
intrinsecamente amorfo).1?®
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Figura 3.46. Patrones DRXP de: (a) FUR, B-CD, ARG, FACwur, FACwuss; (b) FUR, MD, ARG,
FAMur, FAMuas.

Estos resultados sustentan los obtenidos previamente por las otras técnicas de

caracterizacion confirmando que los sistemas FACwuas Y FAMwas constituyen nuevas formas
sélidas.
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CONCLUSIONES PARCIALES

A partir de los resultados presentados en este capitulo es posible confirmar la obtencion
de nuevos sistemas sélidos entre los farmacos estudiados (SMZ y FUR) y diferentes ligandos,
utilizando técnicas de preparacion sencillas, de bajo costo, alto rendimiento, facil reproduccion
y, lo que es muy importante, escalables a nivel industrial como lo son la molienda asistida con

solvente vy la liofilizacion.

Tanto la espectroscopia FT-IR y Raman, como la RMNSss, resultaron herramientas Utiles
en la caracterizacién de los nuevos sistemas sélidos ya que revelaron el comportamiento de
los diferentes grupos funcionales presentes en las muestras permitiendo estimar el tipo de
interaccion entre los componentes de cada sistema. Adicionalmente, las imagenes de SEM
confirmaron la formacion de nuevas formas sélidas binarias y ternarias al evidenciar grandes
cambios en la morfologia de las particulas. Por otra parte, los resultados obtenidos por
DSC/TG permitieron analizar el comportamiento térmico de las muestras, mientras que los
estudios de los DRXP brindaron informacion sobre la cristalinidad de los sélidos obtenidos. A
partir de esto, se demuestra la necesidad de utilizar numerosos métodos para caracterizar un

so6lido debido a que cada uno de éstos aporta informacién complementaria.

SULFAMETOXAZOL

Los resultados de los estudios de caracterizacion utilizando espectroscopia FT-IR,
RMNss, SEM, DSC/TG y DRXP demostraron la formacion de nuevas fases sélidas entre SMZ
y los AA. En todos los sistemas se observo que las interacciones entre los componentes estan
mediadas por cargas al igual que en solucion. Al combinar SMZ con HIS, tanto por MAS como
por LF, se observé la formacion de una sal cristalina, mientras que al combinar el IFA con
ARG por la técnica de liofilizacion se obtiene una sal amorfa. Adicionalmente, se comprobé

gue mediante la MF de los componentes no se forman nuevos sistemas soélidos.

FUROSEMIDA

La forma Il de FUR fue obtenida mediante evaporacion de una solucion de farmaco en
acetona. Sin embargo, se determind que la pureza del solvente y las condiciones climéticas
afectan la conversion de FUR al polimorfo Il dificultando la reproducibilidad del método. A
partir de estos resultados, y sumado a que la solubilidad intrinseca de FUR no incrementa
para el polimorfo I, se decidié no continuar con el estudio de FURII dado que no constituye

un polimorfo atractivo desde el punto de vista farmacéutico.
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Adicionalmente, se comprobd la formacion de nuevos sistemas binarios solidos de FUR
con B-CD, MD y ARG utilizando para su preparacion la técnica de MAS. El sistema FUR:[3-
CD demostroé ser cristalino y presentar interacciones entre el grupo sulfonamida de FUR y (-
CD. El sistema FUR:MD resultdé en un solido amorfo en el que interactian el grupo
sulfonamida y el anillo aromético del IFA. Los sistemas FUR:ARG (en relaciéon equimolar 1:1
y 1:2) resultaron ser sales amorfas donde las interacciones entre los componentes son del
tipo idnicas. Debido a que la disminucion en la cristalinidad de los sistemas binarios FUR:ARG
puede conducir a una disminucién en la estabilidad fisica del farmaco, se obtuvieron por MAS
los sistemas ternarios FUR:ARG:B-CD y FUR:ARG:MD, donde la adicion de los oligosacaridos
resulté ser una estrategia prometedora para estabilizar el sistema amorfo FUR:ARG, ya que
B-CD ayuda a mantener todos los componentes en estado cristalino y con MD, al ser un sélido
intrinsecamente amorfo, se obtiene la completa amorfizacién del sistema. Se comprob6
también que mediante la MF de los componentes no se producen interacciones ni la formacion

de nuevos sistemas solidos.

Adicionalmente, el sistema binario FUR:TEA se obtuvo utilizando diferentes métodos de
preparacion. Los resultados de los estudios de caracterizacion revelaron que mediante MAS,
MF y EL se obtiene la misma sal cristalina entre ambos componentes. Se prepararon también,
por MAS y MF, los sistemas multicomponentes FUR:TEA:3-CD y FUR:TEA:MD que, al igual
que el sistema binario FUR:TEA, presentaron las mismas interacciones entre los
componentes. A partir de estos resultados, y teniendo en cuenta que el sélido obtenido
mediante las diferentes técnicas de preparacion es el mismo, se decide unificar la

nomenclatura de los sistemas conteniendo TEA para llamarlos FT, FTC y FTM.
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ENSAYOS DE DISOLUCION Y
PERMEABILIDAD

CONSIDERACIONES GENERALES

Para lograr una éptima biodisponibilidad de los IFAs administrados por via oral, es
necesario que factores tales como solubilidad, disolucion, permeabilidad y estabilidad, entre

otros, se encuentren especificados y sean lo méas favorables posible.

La solubilidad de SMZ y FUR, tanto en forma libre como en combinacién con otros
ligandos, fue estudiada en el capitulo “Estudios en Solucién” donde se demostré que algunos
sistemas binarios y ternarios poseen resultados altamente positivos. A partir de estos
hallazgos se disefiaron y desarrollaron diversos sistemas en estado sélido. Luego de su

exhaustiva caracterizacion, se diferenciaron en sales farmacéuticas y complejos de inclusion.

En el presente capitulo se evaluara como influyen los sistemas supramoleculares sélidos
desarrollados en el proceso de disolucion y/o permeabilidad de los IFAs, dado que éstas son

algunas de las propiedades biofarmacéuticas que pueden influir en su biodisponibilidad oral.

ESTUDIOS DE DISOLUCION

La absorciéon de un IFA tras la administracion oral, desde una forma de dosificacion sélida,
depende de la liberacion del farmaco desde el medicamento, su disolucion bajo condiciones
fisiol6gicas y su permeabilidad a través del tracto gastrointestinal. Es por esto que la disolucién
in vitro puede ser relevante para la prediccion del rendimiento de disolucion in vivo de los IFAs.
En base a esta consideracion general, las pruebas de disolucién in vitro son ampliamente
utilizadas por la industria farmacéutica para evaluar la calidad de un medicamento lote a lote,
guiar el desarrollo de nuevas formulaciones y asegurar la calidad y el rendimiento del producto
después de ciertos cambios en la formulacion, en el proceso de fabricacion, entre otros.'3! En
el area de investigacion y desarrollo, el método de disolucién in vitro puede ser empleado para
comparar los perfiles de disolucion® de los IFAs libres con los de los sistemas
supramoleculares y los de las MF con el objetivo de predecir el comportamiento de disolucién

in vivo de los IFAs a partir de estos sistemas.

Xi E| perfil de disolucién es el gréafico del porcentaje de IFA disuelto en funcién del tiempo.
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EQUIPOS DE DISOLUCION

Existen 4 tipos de aparatos utilizados para las pruebas de disolucion in vitro. Los mas
utilizados son el de cesta (aparato 1) y el de paleta (aparato 11).23! Los métodos de cesta y
paleta son sencillos, robustos, estdn bien normalizados y se utilizan en todo el mundo.
Ademas, son lo suficientemente flexibles como para permitir la realizacion de pruebas de
disolucion para una gran variedad de farmacos. Por este motivo deberian utilizarse los
métodos del aparato | o Il descritos en la Farmacopea Estadounidense (USP) salvo que se
pruebe que no son satisfactorios. En dichos casos, se pueden considerar procedimientos
como el del cilindro de doble accién (aparato Ill) o un sistema celular de flujo continuo (aparato

IV), también descritos en la USP. 104131

MEDIO DE DISOLUCION

Las pruebas de disolucién se deben realizar bajo condiciones fisiologicas debido a que
esto permite la interpretacion de los datos de disolucién en relacién al rendimiento in vivo del
producto. Sin embargo, las condiciones de prueba deberdn basarse en las caracteristicas
fisicoquimicas del IFA y en las condiciones a las que podria estar expuesto tras la

administracion oral.

Por lo general el volumen del medio de disolucién es de 500, 900 o 1000 mL y se utiliza
un medio acuoso con un pH que varia entre 1,2 y 6,8. Para simular el fluido intestinal (FIS),
generalmente se utiliza un medio de disolucién de pH de 6,8 sin enzimas. Si se utiliza un pH
mas alto, se debe justificar la eleccién del mismo teniendo en cuenta que el pH no puede
excederse de 8,0. Para simular un fluido gastrico (FGS) se emplea un medio de disolucion de
pH de 1,2 sin enzimas. La necesidad de enzimas en el FGS o FIS debe ser evaluada y se
debe justificar para cada caso en particular cuando las mismas sean agregadas al medio. No
se recomienda el uso de agua como medio ya que el pH y la tensién superficial pueden
cambiar durante la prueba de disolucion debido a la influencia de los ingredientes activos y

los excipientes.*!

METODO
Todas las pruebas de disolucion deben realizarse a 37,0 (x 0,5) °C, manteniendo
condiciones de agitacion suave. La agitacion comunmente utilizada para el método de cesta

es de 50 0 100 rpm, mientras que para el método de paleta es de 50 o0 75 rpm.3!
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COMPARACIONES DE LOS PERFILES DE DISOLUCION

Para comparar los perfiles de disolucion generalmente se emplea un enfoque
independiente de modelo en el cual se utiliza un factor de diferencia (f1) y un factor de similitud
(f2).1*2 El factor de diferencia (f1) calcula la diferencia porcentual entre las dos curvas en cada
punto temporal y es una medida del error relativo entre las dos curvas. El factor de similitud
(f2) es una transformacién de raiz cuadrada reciproca logaritmica de la suma del error
cuadrado y es una medicion de la similitud en la disolucion porcentual entre las dos curvas.

Los factores f, y f» se calculan a partir de las siguientes ecuaciones:

2R
bR

x100 (Ecuacion 4.1)

n -0,5
f, =50 Iog{{1+ %Z(a ~T, )2} 100} (Ecuacion 4.2)
t=1

donde n es el nimero de puntos de muestreo, R; y T; son los porcentajes disueltos de la

referencia (IFA libre) y el producto de prueba, respectivamente, en cada tiempo t.133

Para que las curvas se consideren similares, los valores de fi deberan estar cerca de 0,
asi como los valores de f; cerca de 100. Por lo general, los valores de f; de hasta 15 (0-15) y

los valores de f, mayores de 50 (50-100) aseguran la igualdad de las dos curvas.'33

Este método independiente de modelo se utiliza cuando hay cuatro o mas puntos
temporales de disolucién disponibles, teniendo en cuenta que los perfiles de disolucién a
comparar deben realizarse bajo exactamente las mismas condiciones, mientras que los
puntos temporales de disolucién para ambos perfiles deben ser los mismos. Para el célculo
de f, y f, s6lo se debe considerar una mediciéon después de la disolucién del 85% del IFA en
ambos solidos. Por otro lado, para permitir el uso del valor promedio de las mediciones el
coeficiente porcentual de variacion (CV%) en los puntos temporales mas tempranos (0-15

min) no debera ser mayor al 20% y en otros puntos temporales no deberéa ser superior al 10%.

También son utilizados métodos dependientes de modelo para calcular la diferencia entre
los perfiles de disolucion. Estos métodos se diferencian de los anteriores en que el célculo
empleado en éstos utiliza los datos de disolucion en su forma nativa, mientras que los célculos
en un método dependiente de modelo se basan en diferentes funciones matematicas.
También son utilizados métodos basados en ANOVA donde los datos de disolucion se utilizan
en su forma nativa o con una transformacion simple, ya que no se basan en procedimientos
de ajuste de curva. El andlisis de un método basado en ANOVA es capaz de mostrar las

diferencias entre los perfiles de disoluciébn completos y las diferencias entre los perfiles a cada
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tiempo en particular. Esta Ultima caracteristica es especialmente importante para diferenciar

el mecanismo de disolucién de cada sistema.'®*

ESTUDIOS DE PERMEABILIDAD

La absorcién intestinal de un IFA administrado por via oral es esencial para el éxito
terapéutico por lo cual son necesarios métodos fiables de pesquisa para la rapida evaluacion
y prediccion de dicha propiedad. Las técnicas que se utilizan en la actualidad para predecir la

absorcion de un farmaco pueden ser modelos in vivo, ex vivo, in silico o in vitro.

DIFUSION A TRAVES DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

La membrana celular es una estructura compuesta por una bicapa lipidica y proteinas
(Figura 4.1).1% Las principales clases de lipidos anfipaticos que la componen son: fosfolipidos,
glicolipidos y esteroides, siendo la proporcion de cada uno dependiente del tipo de célula.
Generalmente los fosfolipidos son los mas abundantes, dentro de los cuales la fosfatidilcolina
juega un rol fundamental y es el que se encuentra en mayor cantidad. La disposicion de los
fosfolipidos en la bicapa lipidica (donde las colas apolares hidrofébicas se encuentran hacia
el interior de la membrana y las cabezas polares hidrofilicas hacia afuera) previene la difusién
a través de la membrana de solutos polares tales como iones, aminoacidos, acidos nucleicos,
carbohidratos, proteinas y, en general, permite la difusién pasiva de moléculas hidrofébicas.
Debido a esta bicapa fosfolipidica y a las proteinas de membrana especificas, la membrana
celular presenta una permeabilidad selectiva a diferentes moléculas mediante mecanismos

de transporte pasivo y activo.%¢
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Figura 4.1. Estructura de la membrana celular.
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Se denomina transporte pasivo al movimiento de sustancias a través de la membrana por
medio de un equilibrio quimico o eléctrico sin requerimientos de energia. El transporte pasivo
puede darse por difusibn debido a un gradiente de concentracién (via transcelular o
paracelular) o mediante difusion facilitada (mediada por proteinas transportadoras). Cuando
el transporte de sustancias se realiza en contra del gradiente quimico o eléctrico se requiere
energia, las células utilizan dos tipos de transporte activo mediante el uso de ATP (Figura
4.2).1% La difusion pasiva de un IFA hacia el interior celular es impulsada por concentraciones
altas de éste en el exterior acuoso de la membrana.’*” La combinacién de un IFA con otros
componentes puede incrementar la biodisponibilidad del farmaco, ya sea optimizando su

solubilidad o mejorando su permeabilidad a través de la membrana.
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Figura 4.2. Mecanismos de transporte celular.

PREDICCION DE LA PERMEABILIDAD

La permeabilidad intestinal de un IFA, tras la administracion oral, constituye uno de los
principales factores que gobiernan tanto la tasa como la extension de la absorcion en humanos
(Fans). Numerosas investigaciones cientificas han establecido la existencia de correlaciéon
positiva entre la permeabilidad en yeyuno humano (Pe) y la fraccion de dosis absorbida a

partir de una formulacion oral de liberacién inmediata.

Para el transporte a través de una membrana, la primera ley de Fick establece que el flujo
de un IFA (masa/areal/tiempo) a través de la pared intestinal es igual a la permeabilidad de

éste multiplicada por la concentracion del IFA sobre la superficie de la membrana.

En términos generales, la permeabilidad depende de la posicion del IFA en el tracto
gastrointestinal y del tiempo de permanencia en el sitio de absorcion, asi como su

dependencia esta dada por la concentracién del IFA.
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La prediccion tedrica de Faps puede llevarse a cabo en base al balance de masa, resultando

en la siguiente ecuacion:**8
Fabs = (dosis™) [[***. [. [ .Pegr C dA dt (Ecuacion 4.3)

donde tes es el tiempo de permanencia del IFA en el lumen intestinal; A es el area de la
membrana intestinal; P €s la permeabilidad efectiva del IFA a través de la membrana; C es

la concentracién del IFA en el lumen intestinal; y t es el tiempo.

En un experimento predictivo de la permeabilidad de un IFA es importante proveer
condiciones de sumidero durante el experimento, a fin de evitar efectos artificiales de
saturacion. La condicion de sumidero se cumple cuando la concentracién del farmaco en el
medio liberado no excede el 10% de la solubilidad del mismo en este medio, bajo las

condiciones experimentales, a un tiempo dado.**

METODOS

Los métodos in vivo resultan altamente eficaces para predecir la absorcién intestinal de
farmacos, sin embargo, los mismos no son capaces de satisfacer los requerimientos
productivos de las industrias en términos de costos, estabilidad y productividad.*® Por otra
parte, las técnicas in silico (basadas en calculos computacionales para estimar el potencial de
absorcion de los IFAs teniendo en cuenta sus propiedades fisicoquimicas) resultan muy
atractivas en la actualidad, aunque su poder de prediccién adn es insatisfactorio.’*® Dentro de
las técnicas in vitro existen diversos métodos. La utilizacion de cultivos de monocapas de
células Caco-2 presenta la ventaja de que contempla tanto el transporte pasivo como el
transporte activo, pero su principal desventaja es el tiempo y costo de crecimiento de estas
células, lo que la deriva en una técnica dificilmente aplicable para pesquisa de alto rendimiento
en la industria farmacéutica.** Por otro lado, debido a que la mayoria de los IFAs son
absorbidos mediante trasporte pasivo, el uso de membranas artificiales, que imiten a las
membranas biolégicas, ofrece una estrategia de alto rendimiento y efectividad para establecer
el potencial de absorcién de un farmaco que es absorbido por este mecanismo.*° Dentro de
este tipo de estudios, el ensayo de permeabilidad de membranas artificiales paralelas
(PAMPA, de sus siglas en inglés Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) ha recibido
considerable atencién en la industria farmacéutica, ya que ofrece una determinacién
fisicoquimica simple de la permeabilidad de un IFA con un bajo costo y un alto rendimiento.42
Sin embargo, la desventaja de esta técnica es que debido al escaso volumen de los
compartimentos donores y receptores no mantiene las condiciones de sumidero durante los
experimentos de permeacion.*° Otro método de permeabilidad in vitro es el ensayo en celdas

de difusiéon de Franz con membranas artificiales biolégicamente apropiadas.'*® Dicho método
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es uno de los mas comunmente utilizados ya que constituye una técnica simple, rapida y util
para predecir la absorcion oral de farmacos con buena reproducibilidad y bajo costo. Ademas,
presenta la ventaja de que la temperatura puede ser controlada, es posible mantener las
soluciones donora y receptora bajo agitacién continua y, en comparacion con PAMPA, los
compartimentos donor y receptor presentan mayor volumen permitiendo la conservacion de
las condiciones de sumidero durante el experimento de permeacién. Por estos motivos, esta
técnica suele ser utilizada para los estudios de IFAs en términos de su absorcién oral,

contribuyendo a remplazar y/o reducir el uso de animales de investigacion.

Con el objetivo de predecir el efecto de los sistemas desarrollados en la biodisponibilidad
oral de SMZ (baja solubilidad, alta permeabilidad) y FUR (baja solubilidad, baja permeabilidad)
se evaluaron los perfiles de disolucion de los sistemas binarios SMZ:AA y los perfiles de

disolucién y permeabilidad para los sistemas conteniendo FUR.

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Se utilizaron los siguientes productos de origen comercial: Lipoid® S100 y Colesterol
(Sigma-Aldrich®, USA). El resto de los materiales utilizados fueron descriptos en el capitulo
“Estudios en Solucion”. Todos los otros reactivos y solventes utilizados fueron de grado

analitico.

INSTRUMENTAL Y DESARROLLO y EXPERIMENTAL

La balanza, el espectrofotémetro UV-Vis, el pH-metro, el sonicador y el vortex utilizados
fueron descriptos en el capitulo “Estudios en Solucién”. Los estudios de disolucion se
realizaron en un equipo Hanson SRII Dissolution Test Station, Hanson Research Corporation
(Chatsworth, USA).

PREPARACION DE SISTEMAS EN ESTADO SOLIDO

Los sistemas de SMZ (SHwr, SHwas, SHir, SAvr Y SALF) y los sistemas binarios y ternarios
de FUR con B-CD, MD y ARG (FCwas, FCwr, FMuas, FMur, FAwmas, FAve, FA%uas, FAZyr,
FACwmas, FACve, FAMuas Yy FAMue) utilizados en el ensayo de disolucion se prepararon

siguiendo el procedimiento descripto en el capitulo “Estudios en Estado Sélido”.

Luego del estudio realizado en estado sélido y tras dilucidar que al combinar FUR con TEA
a través de distintos métodos de preparacion se obtiene el mismo sistema en estado soélido
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(tanto para sistemas binarios como ternarios), se decide unificar la nomenclatura de los
sistemas por lo que FTuas, FT?, FTMzL y FTwe se denominan FT, a su vez FTCwas Y FTCwue
se nombran como FTC vy, finalmente, FTMuas Y FTMue como FTM. Considerando que la
técnica de MAS utiliza agua como solvente y, teniendo en cuenta la facilidad en su escalado
a nivel industrial, fue la elegida para obtener el sistema FT (cabe destacar que se decidié
preparar al sistema por éste método de preparacion, y no por MF, debido a que el polvo
obtenido es mas homogéneo macroscépicamente y mas facil de manipular que el obtenido a
partir de la mezcla de los componentes sin solvente). Por otro lado, los sistemas FTC y FTM
utilizados en el ensayo de disolucién se obtuvieron a partir de la MF de los componentes sin

adicion de solvente.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE IFA

Con el objetivo de determinar el contenido exacto de SMZ y FUR en cada sistema binario
y ternario, se disolvié una cantidad de sélido conteniendo el equivalente a 7 mg de SMZ en
25 mL de una mezcla etanol:agua (50:50, v/v) y el equivalente a 10 mg de FUR en 10 mL de
una mezcla metanol:agua (50:50, v/v). Después de la dilucién apropiada con agua MQ, las

muestras se analizaron mediante espectroscopia UV-Vis a 266 nm (SMZ) y 274 nm (FUR)

ENSAYOS DE DISOLUCION

Los ensayos de disolucién se llevaron a cabo por triplicado y el resultado informado es el
valor promedio de las mediciones. Se utilizd el aparato de paletas, y el medio de disolucién
fue FGS sin enzimas preparado de acuerdo a USP XXX.1% Las pruebas se realizaron a los

IFAs libres y a los sistemas solidos desarrollados (MAS, LF y MF).

Para los ensayos de SMZ se suspendieron cantidades adecuadas de cada sistema
conteniendo 130 mg del IFA en 500 mL del medio de disolucion y en el caso de FUR se
suspendieron cantidades adecuadas de cada sistema conteniendo 40 mg del IFA en 900 mL
del medio de disolucién. Para ambos IFAs, los experimentos se llevaron a cabo durante 120
min a 37,0 (£ 0,5) °C y con agitacion constante de 50 (x 5) rpm. Se tomaron muestras a
intervalos de tiempo preestablecidos con posterior reemplazo del medio de disolucion para
mantener constante el volumen final. Las muestras se filtraron utilizando un filtro de membrana
de polivinilidenofluoruro de tamafio de poro de 0,45 ym (Millipore®, USA) y se diluyeron
apropiadamente con FGS para su cuantificacion mediante espectroscopia UV-Vis a 266 nm
(SM2) y 274 nm (FUR)
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A partir de los ensayos de disolucion, se calcul6 el porcentaje acumulado del IFA liberado
del sistema y los factores f; (ecuacion 4.1) yf, (ecuacion 4.2) para realizar la comparacion de
los perfiles de disolucion a partir de un método independiente de modelo.

Adicionalmente, se realizé la comparacion de los perfiles de disoluciéon por un modelo
estadistico utilizando como método un ANOVA de una via cuando los factores f no fueron
suficientemente exactos a la hora de diferenciar los perfiles. Este test se realizé una
comparacion multiple utilizando el post-test de Tukey con un intervalo de confianza del 95%.

El analisis estadistico fue realizado utilizando el programa GraphPad Prism 7®.

ENSAYOS DE PERMEABILIDAD

Los ensayos se desarrollaron con el fin de estudiar el efecto de TEA, ARG, B-CD y MD en
la permeabilidad de FUR. El estudio fue llevado a cabo utilizando un procedimiento in vitro en
celdas de difusion de Franz desarrollado y validado previamente por el grupo de
investigacion.'** Se emplearon membranas de éster de celulosa de 0,45 pm (Gamafilm,
Argentina) como soporte. Dichas membranas fueron impregnadas por inmersion durante 30
min con una solucién al 10% p/p lipidos/n-octanol con el proposito de imitar las propiedades
lipofilicas de las membranas biolégicas. Dicha solucion se preparé dispersando 80% de Lipoid
S100 y 20% de Colesterol en 2 mL de n-octanol.

Las membranas artificiales fueron montadas entre el compartimento donor y receptor de
las celdas de Franz. Como medio de difusion se utilizé una solucién de buffer fosfato 0,01 M
de pH 7,4 (PBSy) preparado de acuerdo a la USP XXX.1% Cantidades adecuadas de FUR y
de cada sistema (FUR:TEA, FUR:ARG, FUR:B-CD, FUR:MD y FUR:TEA:3-CD en relacion
equimolar 1:1 o 1:1:1) conteniendo el equivalente a 30 mg del IFA se suspendieron en 25 mL
de PBS-. Posteriormente, la solucion resultante fue introducida en el compartimento donor y
el compartimento receptor fue cargado con PBS;. Las soluciones dentro de ambos
compartimentos fueron sometidas a agitacibon mecéanica constante a 14000 rpm (Auto
Science®) y fueron termostatizadas a 37,0 (+ 0,5) °C utilizando un bafio de circulacion. Las
muestras (2 mL) fueron extraidas del compartimento receptor a intervalos fijos restituyendo el

volumen extraido con PBS- previamente termostatizado.

Se calculo la relacion entre la concentracion de FUR en los compartimentos receptor y
donor a todos los tiempos, con el fin de monitorear el cumplimiento de la condicion de

sumidero durante los experimentos, considerando apropiado un cociente menor a 0,1.

Las concentraciones de FUR fueron determinadas espectrofotométricamente a 274 nm,
los ensayos se realizaron por triplicado y el resultado informado es el valor promedio de las

mediciones.
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Para evaluar el comportamiento de permeabilidad de FUR libre y en los sistemas, el
coeficiente de permeabilidad aparente (Payp) fue calculado a partir de la pendiente de la
porcién lineal inicial de los perfiles de permeacion de acuerdo a la siguiente ecuacion, que
deriva de la primera Ley de Fick:

__dq \Y (Ecuacion 4.4)
= — X
pp dt = A.Cy.60

P

donde dQ/dt es la concentracibn acumulada de FUR permeada en funcion del tiempo
(mg/min), V es el volumen del compartimento receptor, A es el area de superficie de la
membrana, Co es la concentracion inicial de FUR en el compartimento donor y 60 es el factor

de conversion de min a seg.

Adicionalmente, se realiz6 la comparacion de los perfiles de permeabilidad por un modelo
estadistico utilizando como método un ANOVA de una via, en el que se realiz6 una
comparacion multiple aplicando el post-test de Tukey con un intervalo de confianza del 95%.

El analisis estadistico fue realizado utilizando el programa GraphPad Prism 7®.

RESULTADOS Y DISCUSION

DISOLUCION

Debido a que la interaccion de un IFA con un ligando puede modificar la velocidad de
disolucion y la cantidad de farmaco disuelto, se evaluaron los perfiles de disolucién de SMZ y
FUR en forma pura, asi como también los perfiles de las MF y los de los sistemas

supramoleculares binarios y ternarios obtenidos en estado sélido.

Los ensayos de disolucién se realizaron utilizando FGS sin enzimas como medio para
simular el comportamiento de los farmacos y los sistemas en estomago. Ademas, el tiempo
de cada experimento fue de 120 min ya que es el tiempo aproximado de residencia de los
medicamentos en estdmago.'*® Todos los experimentos se realizaron bajo exactamente las
mismas condiciones [37,0 (x 0,5) °C y 50 (+ 5) rmp] para poder realizar la comparacion de los

perfiles de disolucion utilizando un método independiente de modelo.

SULFAMETOXAZOL
SISTEMAS BINARIOS CON HISTIDINA

Los perfiles de disolucion obtenidos para SMZ, SHwvr, SHwas Y SHLr se pueden observar

en la Figura 4.3. Ademas, en la Tabla 4.1 se muestra el porcentaje de SMZ disuelto a
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diferentes tiempos y la comparacion de los perfiles de disolucién obtenidos mediante el calculo

de los factores f; y fo.

Como se puede apreciar en la Figura 4.3, el porcentaje de SMZ disuelto, tanto en el perfil
de disolucién del IFA libre como en el perfil de SHue, se encuentra cercano a un 40% luego
de 120 min. Sin embargo, a pesar de que el porcentaje del farmaco disuelto al final del estudio
es practicamente el mismo en ambos casos, la velocidad de disolucion de la MF es
considerablemente superior a la velocidad de disolucion de SMZ como lo evidencia la

pendiente de la primera parte de la curva de disolucion.

Por otra parte, se puede observar que SHuas ¥ SHir presentan perfiles de disolucion
notablemente diferentes al perfil del IFA libre logrando mayores porcentajes de SMZ disuelto,

al finalizar el ensayo, con valores de 68,4% para el sistema SHuas y 78,9% para SH.r.

El marcado incremento en la velocidad y cantidad de farmaco disuelto en SHwas Y SH.r,
con respecto a SHwe, puede estar asociado a la formacién de la sal farmacéutica entre SMZ
e HIS en los sistemas preparados por MAS y LF, mientras que en la MF no existen

interacciones en estado sélido entre el IFA'y el AA.
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Figura 4.3. Perfil de disolucién de SMZ, SHue, SHuas Y SHik.

El andlisis de los resultados obtenidos en cuanto a factores f, y f» (Tabla 4.1) evidencia
gue el perfil de disolucién del farmaco libre es diferente al de SHwr, SHwas Y SHir, ya que se
considera que dos perfiles son iguales cuando f; es menor a 15 y f, mayor a 50.1*3 A su vez,
se realizé la comparacion entre los perfiles de disolucion de SHwr, SHvas Y SHie donde el
valor de fi/f; fue de 24/42 entre SHwr Y SHwmas, de 52/21 entre SHwe Y SHir y de 38/27 entre

SHwuas Y SH.r evidenciando que presentan diferencias significativas entre ellos.
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Tabla 4.1. Porcentaje de SMZ disuelto a diferentes tiempos. Valor de los factores de diferencia y
similitud entre SMZ y los sistemas.

% SMZ % SMZ % SMZ % SMZ % SMZ
SISTEMA Disuelto Disuelto Disuelto Disuelto Disuelto fi | f2
(5 min) (15 min) (30 min) (60 min) (220 min)
SMzZ 61 171 271 35+1 39+2
SHwF 14,3+0,3 34+1 38,1+0,8 39,0+£0,8 40,6 £0,9 32 | 46
SHwas 22,3 £04 32,3 £0,3 414 £0,4 52 +1 68,4 £0,7 42 | 40
SHLF 69 +1 72 2 73 1 75 2 78,7 £0,8 64 | 20

SISTEMAS BINARIOS CON ARGININA

Los perfiles de disolucion de SMZ y SAwr (Figura 4.4) evidencian que la velocidad de
disolucion de la MF es superior a la de SMZ, aunque a partir de los 60 min el porcentaje de
SMZ disuelto en ambas curvas es muy similar alcanzando aproximadamente un 40% de
farmaco disuelto a los 120 min. Por otro lado, se puede observar que SA.r presenta un perfil
notablemente diferente con una disolucién significativamente mayor desde el inicio, logrando
un porcentaje de IFA disuelto de aproximadamente 80% al finalizar el ensayo. Este gran
incremento en la velocidad y cantidad de IFA disuelto puede deberse a la sal formada por
SMZ y ARG en el sistema LF, sumado a la completa amorfizacion del sistema que pudo
observarse por DRXP. Es sabido que los sdélidos amorfos presentan una velocidad de

disolucion considerablemente superior a la de los sélidos cristalinos.
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Figura 4.4. Perfil de disolucion de SMZ, SAwr, Y SALk.

Se determinaron valores de 25 para f1 y de 47 para f, al comparar los perfiles de disolucion

de SMZ libre y SAwr, y de 65 para f1 y de 15 para f> al comparar los perfiles del IFA libre y
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SAr (Tabla 4.2). El andlisis de los resultados obtenidos evidencia que a pesar de que el
porcentaje de IFA disuelto al final del ensayo es el mismo, los perfiles de disolucion de la MF
y del IFA son considerados diferentes teniendo en cuenta los factores f; y fo. A su vez, los
perfiles de disolucién de SMZ y de SA.r también son considerados diferentes entre si.

Tabla 4.2. Porcentaje de SMZ disuelto a diferentes tiempos. Valor de los factores de diferencia y
similitud entre SMZ y los sistemas.

% SMZ % SMZ % SMZ % SMZ % SMZ
SISTEMA Disuelto Disuelto Disuelto Disuelto Disuelto fi | f2
(5 min) (15 min) (30 min) (60 min) (220 min)
SMZ 6+1 17+1 27+1 35+1 39+2
SAVF 23+1 31+£2 33+£2 36+2 39,1+0,8 25 | 47
SALF 73,6 £0,7 76,0+0,3 77,3+0,3 78,3+0,2 79,5+0,3 65 | 15

Adicionalmente, se realizé la comparacion entre los perfiles de disolucion de SAme y SALF,
donde el valor de f; fue de 57 y el de f, de 18, confirmando también que ambos perfiles de

disolucién son diferentes entre si.

FUROSEMIDA

SISTEMAS BINARIOS CON OLIGOSACARIDOS

En los perfiles de disolucién de FCwr, FMur, FCuasy FMwas (Figura 4.5) se puede apreciar
mayor velocidad de disolucién en comparacion al IFA libre donde el perfil de FCue muestra la

menor velocidad de disolucion y el menor porcentaje disuelto de farmaco al final del ensayo.
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Figura 4.5. Perfil de disolucion de FUR, FCur, FMur, FCuas Y FMuas.
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En la Tabla 4.3 se presenta el porcentaje de FUR disuelta a diferentes tiempos,
observandose que luego de 120 min el porcentaje disuelto del farmaco libre es de 12,2%,
mientras que para FCwe, FMme, FCuas Y FMuas €l porcentaje del IFA disuelto es superior (22%,
29%, 30% y 32%, respectivamente).

Los valores de f; y f.determinados muestran que los perfiles de disolucién de FCyr, FMue,
FCwasyY FMwuas son diferentes al de FUR libre ya que en todos los casos el valor de f; es mayor
a 15y el valor de f, es menor a 50.1%3

Tabla 4.3. Porcentaje de FUR disuelto a diferentes tiempos. Valor de los factores de diferencia y

similitud entre FUR y los sistemas.

% FUR % FUR % FUR % FUR % FUR

SISTEMA Disuelto Disuelto Disuelto Disuelto Disuelto fi | f2

(5 min) (15 min) (30 min) (60 min) (120 min)

FUR 0 0 2,50, 58+0,3 12,2+0,8
FCur 1,6+0,1 33+0,1 85+06 15+1 21,8+0,7 61 | 48
FMwr 6,0+0,3 18,6 +0,8 23,9+0,7 27+1 295+02 | 78 | 36
FCwas 6,3+0,7 18+1 242+08 27,7+0,2 305+07 |78 36
FMwas 79+08 24+1 289+07 30,6 +0,6 323+01 |81 |32

Se realizé la comparacion entre los perfiles de disolucion de FCye, FMur, FCumas Y FMwas
a partir de lo cual se determiné que el perfil de FCwe es diferente a los otros solidos estudiados
con valores de fi/f, de 51/45 al compararlo con el perfil de FMwug, de 51/45 con FCuas y de
57/38 con FMwmas. Sin embargo, los perfiles de FMwr, FCumas Y FMuas No presentan diferencias

entre ellos ya que en todos los casos f; es menor a 15y f, es mayor a 50.1%3

SISTEMAS BINARIOS Y TERNARIOS CON TRIETANOLAMINA

A partir de los datos presentes en la Tabla 4.4 se puede apreciar que desde los 5 min el
porcentaje de IFA disuelto en los sistemas FT, FTC y FTM es superior al porcentaje disuelto
de FUR libre, manteniéndose esta relacion hasta el final del estudio. Ademas, en los perfiles
de disolucion (Figura 4.6) se evidencia que, en todos los sistemas, la velocidad de disolucién

se encuentra optimizada con respecto al farmaco libre.
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Figura 4.6. Perfil de disolucién de FUR, FT, FTC y FTM. Andlisis por ANOVA de una via
post-test de Tukey. ***p<0,0001.

En la Tabla 4.4 se muestran los valores de f; y f; calculados al comparar FUR con los
diferentes sistemas. Del andlisis de estos factores es posible concluir que los perfiles de
disolucién de FTC y FTM son diferentes al de FUR (f; > 15 y f, < 50)'33, lo que revela que los
sistemas ternarios influyen en la disolucién del farmaco. Sin embargo, para el sistema FT el
analisis de f1 y f2 no arroja el mismo resultado, ya que uno de los factores indica que los perfiles

son diferentes entre si (f1) y el otro que son iguales (f2).

Tabla 4.4. Porcentaje de FUR disuelto a diferentes tiempos. Valor de los factores de diferencia y
similitud entre FUR vy los sistemas.

% FUR % FUR % FUR % FUR % FUR
SISTEMA Disuelto Disuelto Disuelto Disuelto Disuelto fi | f2
(5 min) (15 min) (30 min) (60 min) (120 min)
FUR 0 0 25+£0,2 58+0,3 12,2+0,8
FT 1,9+£0,1 4,3+0,2 7,8+0,2 11,3+0,2 15,6 +0,1 44 | 67
FTC 6,4+0,1 16,1+0,8 25,1+0,3 29,9+0,2 3+1 80 | 33
FTM 139+1 37,8+0,1 40,4 +£0,3 409+04 42,3+0,7 86 | 24

Yuksel y colaboradores analizaron diferentes métodos de comparacion de perfiles de
disolucion y sugieren que los métodos basados en ANOVA son mas informativos vy
discriminativos que el de modelo independiente; aunque en el trabajo los autores concluyen
gue ambos métodos son Utiles y pueden ser aplicados para la comparacion de los perfiles de

disolucion. 3
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En consecuencia, se realizé un ANOVA de una via para profundizar en la comparacién de
los perfiles de disolucion teniendo en cuenta una comparacion “punto por punto”. Como se
puede observar en la Figura 4.6, a partir del ANOVAX se pudo confirmar que existe diferencia
estadisticamente significativa entre el perfil de FUR con el de FT (como indicé el factor f1) y,
a su vez, entre el perfil de FTC con el de FTM, comprobado por el método independiente de
modelo.

A partir de estos resultados, se puede inferir que la formacién de sistemas
multicomponentes entre FUR, TEA y los oligosacéridos es una estrategia interesante para
mejorar el perfil de disolucion del IFA, ya que los sistemas FTC y FTM presentan mayor
velocidad de disolucion y mayor cantidad de farmaco disuelto respecto de los sistemas
binarios (FT, FCmas Y FMwmas).

SISTEMAS BINARIOS Y TERNARIOS CON ARGININA

Los perfiles de disolucién obtenidos para FUR, los sistemas binarios (FAwr, FA2ur, FAuas
y FA2uns) y los sistemas ternarios (FACwr, FAMyr, FACuas Y FAMwuas) se presentan en la
Figura 4.7. La Tabla 4.5 se muestra el porcentaje de FUR disuelto a diferentes tiempos y los

factores f; y f, obtenidos al comparar el perfil de disolucién de FUR con los sistemas y las MF.

A partir de los perfiles de disolucidn se evidencia que las MF y los sistemas, tanto binarios
como ternarios, presentan mayor velocidad de disolucion que el farmaco libre y, ademas, que
a partir de los 5 min todos los perfiles muestran un porcentaje de FUR disuelto superior al del
IFA puro.

El perfil de disolucién de la sal farmacéutica FA%uas €s notablemente diferente al perfil del
IFA libre, al de las MF y a los del resto de los sistemas, tanto binarios como ternarios, por lo
que, el porcentaje de FUR disuelta en FA%yas es considerablemente superior al porcentaje de

IFA disuelto en todos los otros casos (y a todos los tiempos evaluados).X"

xilt. ANOVA de una via en el que se realiz6 una comparacion multiple utilizando el post- test de Tukey con un
intervalo de confianza del 95%.

XV A partir de estos resultados se preparé por MAS el sistema FUR:ARG de estequiometria 1:3 en estado sélido y
se realiz6 el ensayo de disolucion, sin embargo, el perfil de disolucién obtenido no presenté diferencias con el de
FA2mas.
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Figura 4.7. Perfil de disoluciéon de FUR, los sélidos binarios (a) y ternarios (b).

Del andlisis de los resultados de f; y f, obtenidos es posible decir que el perfil de disolucion
de FUR es diferente al de todas las MF y al de los sistemas tanto binarios como ternarios,

dado que presentan valores de f; mayores a 15 y valores de f, menores a 50.

Al llevar a cabo la comparacion entre los perfiles de disolucién de todas las MF y todos los
sistemas entre si, se determiné que la mayoria de los perfiles no presentan diferencias
significativas entre ellos. No obstante, se pudo comprobar que el perfil de FA%uas es diferente
al resto de los perfiles, ya que al compararlo con los de todas las MF y con los de FAwas,
FACwuas Y FAMwuas los valores de f; obtenidos son mayores a 15 y los de f, menores a 50 en

todos los casos.
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Tabla 4.5. Porcentaje de FUR disuelto a diferentes tiempos. Valor de los factores de diferencia y

similitud entre FUR vy los sistemas.

% FUR % FUR % FUR % FUR % FUR

SISTEMA Disuelto Disuelto Disuelto Disuelto Disuelto fi | f2

(5 min) (15 min) (30 min) (60 min) (120 min)
FUR 0 0 25+0,2 58+0,3 12,2+0,8 - -
FAwmF 45+0,1 11,0+ 0,5 14,9+ 0,7 19,3+0,9 26+ 1 70 | 46
FA%ve 11,0+0,8 20,2 £ 0,6 255+0,7 28,3+04 31,5+0,3 80 | 34
FAwmas 10,3+0,3 26,8 +0,5 28,7+0,9 30,4+£0,7 34+1 82 | 31
FAZvas 245+0,3 60+1 64,3+0,2 65,0+£0,5 69,2 +£0,3 92 | 12
FACwmF 4,28 £ 0,01 10,1+ 0,2 16,0+ 0,4 19,5+0,3 25,2+0,3 69 | 46
FAMwF 6,7+0,1 18,6 0,9 23,9+0,2 26,9+0,1 295+0,1 78 | 36
FACwas 59+0,3 14,3 +£0,7 19,7+£0,5 24,2+0,9 29,0+0,1 75 | 39
FAMwmas 11,1+£04 261 30,6 £0,1 32,0+£04 34,2+ 0,3 82 | 31

Los resultados obtenidos demuestran que la sal FUR:ARG de estequiometria 1:2 es la
estrategia mas prometedora para optimizar la biodisponibilidad oral de FUR en los seres

humanos ya que es la que presenta el mejor perfil de disolucién del farmaco.

PERMEABILIDAD

Se ha informado que tanto TEA como ARG pueden actuar promoviendo la absorcion de
ciertos IFAs en el organismo, administrados por diferentes vias. Por ejemplo, el sistema
ternario entre acetazolamida (ACZ), hidroxipropil-B-CD y TEA (9,9% IFA permeado)
increment6 considerablemente la permeabilidad corneal in vitro del farmaco en comparacion
con los sistemas binarios ACZ:hidroxipropil--CD (1,5% IFA permeado) y ACZ:TEA (1,5% IFA
permeado); ademas, el agregado de TEA mostr6 un aumento en la eficacia y una reduccion
en los efectos secundarios del IFA en estudios de presién intraocular in vivo.8® Por otro lado,
se demostré que ARG es clave para promover la permeacion de insulina a través de las
barreras epiteliales intestinales dado que existe una notable mejora de la absorcion de insulina
después de la administracién conjunta con L-ARG. También se ha informado que el efecto de
este AA fue mas significativo que el de otros AA catiénicos como HIS y LIS, y que el de D-
ARG a diversas concentraciones. Otros estudios revelaron que después de la administracion
de L-ARG no se detectan filtraciones de lactato deshidrogenasa del epitelio intestinal y que
no hay cambios en la resistencia eléctrica transepitelial de una monocapa de células Caco-2,
indicando que no aparecen efectos indeseables en la integridad de las membranas celulares
tras la administracion de ARG. También se observd que luego de la administracion oral de
insulina o el sistema insulina:L-ARG a ratones, los efectos hipoglucemiantes fueron mas

importantes con la administracién concomitante del farmaco con L-ARG."°
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A partir de estos antecedentes, con el propdésito de evaluar el efecto de los diferentes
ligandos sobre la permeabilidad de FUR y teniendo en cuenta que en el area farmacéutica se
tiende a disminuir los estudios in vivo suplantandolos por pruebas in vitro, se realizaron
experimentos de permeacion in vitro para sistemas binarios de FUR con TEA, ARG, B-CD y
MD vy el sistema ternario de FUR con TEA y B-CD. Debido a que FUR es absorbida por un
mecanismo de difusion pasiva, los experimentos se realizaron utilizando celdas de difusion de
Franz bicompartimentales, con una membrana artificial biomimética a 37,0 (+ 0,5) °C y con
agitacion continua de 14000 rpm. En todos los experimentos, los cocientes entre las
concentraciones del farmaco en el compartimento receptor y donor, a todos los tiempos,
fueron iguales o menores a 0,1 indicando que se mantuvieron las condiciones de sumidero
durante todo el procedimiento. La comparacion de los perfiles de permeabilidad se realiz6
utilizando un ANOVA de una via con comparacion multiple utilizando el post-test de Tukey
con un intervalo de confianza del 95%. Adicionalmente, los valores de Papp fueron
determinados a partir de las pendientes de las porciones lineales iniciales de los gréficos de
dQ vs t (Figura 4.8) utilizando la ecuacion 4.4, los datos se muestran en la Tabla 4.6. La
clasificacion de la permeabilidad en baja/alta, tanto de FUR como de los sistemas, se realizo
considerando que una Papp, < 0,64 x 10% cm/seg indica baja permeabilidad, mientras que una

Papp > 0,64 x 10°° cm/seg apunta a una alta permeabilidad.***

81 o FUR
-5 FUR:TEA
S 644 FURARG ns
S -+ FUR:B-CD
£ 44 FUR:MD
o -~ FUR:TEA:p-CD
Q— ==,
o 2-
D
(1
o 0 : '] 1 1 1 ]
> 100 200 300 400 500
2- Tiempo (min)

Figura 4.8. Perfiles de permeabilidad de FUR y los sistemas bajo estudio. Andlisis por

ANOVA de una via post-test de Tukey. (ns) no significativo.

A pesar de que TEA y ARG potencian la permeacion de ACZ e insulina, respectivamente,
en la Figura 4.8 se puede observar que los perfiles de permeacion de los diferentes sistemas
estudiados no presentan diferencias estadisticamente significativas al perfil de permeacion

del IFA libre indicando que, en este modelo experimental, la permeabilidad de FUR no se ve
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afectada por la presencia de los ligandos. A partir de estos resultados y de los valores de Papp
obtenidos (Tabla 4.6) es posible clasificar a los sistemas como de baja permeabilidad al igual

que al farmaco puro.

Tabla 4.6. Datos de Papp Y clasificacion de la permeabilidad de acuerdo al SCB para FUR y los
sistemas derivados.

SISTEMA Papp x 10 (cm/s) Permeabilidad
FUR 0,408 = 0,006 Baja
FUR:TEA 0,34 £0,01 Baja
FUR:ARG 0,37 £ 0,01 Baja
FUR:CD 0,36 + 0,01 Baja
FUR:MD 0,36 + 0,01 Baja
FUR:TEA:CD 0,37+ 0,01 Baja

El factor limitante de la velocidad de permeacién para farmacos de baja permeabilidad es
la difusion a través de la membrana.'#® En la presente tesis doctoral se empledé un modelo
experimental que representa la difusion pasiva por una via paracelular o transcelular, sin
considerar otros tipos de transporte (como por ejemplo la difusion pasiva facilitada por
proteinas transportadoras, o los diferentes tipos de transporte activo).'** Considerando esto,
es posible postular que los sistemas desarrollados no favorecen la difusion pasiva del IFA a
través de la membrana por una via paracelular o transcelular, aunque no es posible predecir
su efecto sobre la difusién pasiva facilitada por proteinas transportadoras o el transporte

activo.

CONCLUSIONES PARCIALES

A partir de los resultados presentados en este capitulo, es posible concluir que muchos de
los sistemas sélidos desarrollados tienen efectos altamente positivos sobre la velocidad de
disolucion y la cantidad de farmaco disuelto con respecto a su contraparte pura (SMZ y FUR

libres).

SULFAMETOXAZOL
A partir de los estudios de disolucion realizados a SMZ, las MF y las sales SHwas, SHiry
SAr se comprob6 que la MF de los componentes no aumenta el porcentaje de farmaco

disuelto, aunque incrementa su velocidad de disolucién.
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% SMZ Incremento Por otro lado, SHwas, SHLry SALF evidenciaron
SISTEMA Disuelto _enla aumento tanto en la velocidad como en el
(120 min) disolucién

SMZ 39+2 - porcentaje final de SMZ disuelto. En el caso de
SHwas 68,4 +0,7 17 SHwmas Y SHir este comportamiento puede

SH 78,7 £0,8 2 . .
tF deberse a la formacioén de la sal cristalina entre

SALF 79,5+0,3

los componentes y en el caso de SALr, ademas
de la formacion de la sal, a la amorfizacion del sélido. Los sistemas obtenidos mediante
liofilizacion son los que presentaron los mejores resultados en cuanto a optimizacion del perfil
de disolucion de SMZ.

FUROSEMIDA

Luego de los estudios realizados se comprobd que los sistemas evaluados no modifican
la difusion pasiva de FUR a través de membranas artificiales por via paracelular o transcelular.
Sin embargo, no se puede conocer el efecto de los ligandos en otros tipos de transporte, tales
como la difusion pasiva facilitada por proteinas transportadoras o el transporte activo, ya que

el método utilizado no permite detectar procesos que involucren a estas vias.

% FUR Incremento Los estudios de disolucidon evidenciaron
SISTEMA Disuelto _enla notables mejoras en los perfiles de los sistemas
(120 min) disolucion
FUR 122+08 - binarios y ternarios de FUR con respecto al del
FCwas 30,5+£0,7 2,5 IFA libre, debido a que en todos los casos la
FM 32,3+0,1 2,6 . . ., :
MAS velocidad de disoluciéon y el porcentaje de
FT 15,6 £ 0,1 13
FAMAS 34+1 2,8 farmaco disuelto fue superior a FUR libre. En
FAZuas 69,2 +0,3 57 esta tabla se puede apreciar que la sal FT es el
FTC 35+1 2,9 : . .
sistema que present6 el menor porcentaje de
FTM 42,3+0,7 35
FACwuas 290+0,1 2,4 FUR disuelto el cual fue solamente 1,3 veces
FAMwmas 34,2+ 0,3 28 superior al del farmaco libre, mientras que el

sistema binario FA%uas es el que evidencié el mejor perfil de disolucién con un porcentaje

disuelto 5,7 veces superior respecto al farmaco libre.

A partir de estos resultados se puede concluir que los sistemas ternarios FTC y FTM
presentan ventajas con respecto a los sistemas binarios FCwas, FMwuas y FT, ya que el
incremento en la disolucion es superior. Sin embargo, a pesar de que los sistemas ternarios
FACwmas Y FAMuas podrian presentan ventajas en las propiedades fisicoquimicas del estado
sélido al estabilizar la sal amorfa FUR:ARG, no muestran ninguna ventaja desde el punto de
vista de la disolucién sobre el sistema binario FAuas. Finalmente, el sistema FA%yas es el que

presento los mejores resultados en cuanto a optimizacion del perfil de disolucién de FUR.
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ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

CONSIDERACIONES GENERALES

El término estabilidad hace referencia a la permanencia de las caracteristicas de un
elemento o de una situacion a través del tiempo. En el area de la quimica farmacéutica se
considera que un medicamento se mantiene estable desde su fecha de produccién hasta que
la actividad quimica o biolégica del IFA no sea menor al 90% de la cantidad declarada y sus
caracteristicas fisicas, microbiol6gicas y biofarmacéuticas se mantengan dentro de los

parametros establecidos.*’

Cuando la estabilidad quimica y/o fisica de un medicamento se ve modificada pueden
surgir numerosos efectos adversos que podrian afectar su calidad, seguridad y eficacia; por
ejemplo: (1) la disminucién o incremento en la concentracién del principio activo puede afectar
el efecto farmacoldgico, ya sea por pérdida o potenciacion de la actividad terapéutica; (2) la
formacion de productos de degradacién del principio activo o de los excipientes presentes en
la formulacién pueden resultar nocivos para el paciente; (3) se pueden producir cambios en la
biodisponibilidad del medicamento.'*® Estos problemas implican grandes riesgos para la salud
de los seres humanos debido a que la patologia que se desea tratar podria progresar
causando severos inconvenientes e incluso la muerte del paciente. Es por esto que un
medicamento se debe mantener estable desde su elaboracién hasta el momento de la
administracién a un paciente (pasando por las etapas de almacenamiento, transporte,

distribucion y dispensacion).

FACTORES QUE AFECTAN LA ESTABILIDAD DE UN IFA

Entre los factores que afectan la estabilidad de un IFA o de un medicamento se pueden
mencionar factores ambientales como temperatura, humedad, oxigeno, luz; la interaccion
entre el IFA 'y los otros componentes de la formulacion; la presencia de solventes; entre otros.
A su vez, entre las principales vias de degradacién de un IFA se encuentran hidrdlisis,
oxidacion, deshidratacion, fotodegradacion, isomerizacion y racemizacion, las cuales
conllevan a que ciertos IFAs presenten grandes limitaciones para su aprobacion y

comercializacién por sus inadecuadas caracteristicas de estabilidad.**’
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ANALISIS DE LA ESTABILIDAD DE UN IFA

Los estudios o andlisis de estabilidad son efectuados para determinar el periodo de tiempo
y las condiciones de almacenamiento en las cuales las materias primas y los medicamentos
se mantienen dentro de las especificaciones sobre identidad, potencia, calidad y pureza
establecidas en la Farmacopea Argentina, bajo la influencia de una variedad de factores
ambientales tales como temperatura, humedad, luz y los demas componentes de la
formulacion.*® Los procedimientos analiticos empleados para cuantificar al IFA en los
estudios de estabilidad deben ser cuantitativos y permitir determinar la disminucién en la
cantidad de farmaco debido a su degradacion; es decir, deben poder cuantificar al IFA en
forma precisa y exacta, en presencia de sus productos de degradacion, de los excipientes y
de otras impurezas. Ademas, los estudios de estabilidad deben tener en cuenta los cambios

en las propiedades fisicas del IFA a lo largo del tiempo.

TIPOS DE ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

ESTUDIOS DE DEGRADACION FORZADA

Estos estudios se llevan a cabo para obtener datos sobre los productos de degradacion,
los mecanismos de descomposicién del farmaco y verificar la aptitud de los métodos analiticos
propuestos para la cuantificacion del IFA. Los ensayos se realizan bajo condiciones mas
severas que las aplicadas en los otros tipos de estudios de estabilidad. Generalmente se
evalla el efecto de altas temperaturas, de la humedad, de la oxidacion, de la luz y la

susceptibilidad del IFA a la hidrélisis a distintos valores de pH.#°

ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADOS

Este tipo de estudios se realizan para aumentar la velocidad de degradacién o los cambios
fisicos de un IFA o un medicamento, utilizando condiciones de almacenamiento extremas,
aungue mas leves que las condiciones empleadas en los estudios de degradacion forzada.
Los estudios acelerados permiten establecer un periodo de vida util provisorio, ademas,
permiten obtener informacion sobre los parametros cinéticos (orden de reaccion y constante

de velocidad) de la degradacién quimica de un farmaco.4®

ESTUDIOS DE LARGA DURACION O EN TIEMPO REAL

Estos estudios son utilizados para evaluar las caracteristicas de estabilidad quimica, fisica,
biol6gica y microbiol6gica de un IFA o medicamento, cubriendo el periodo de vida util o el
periodo de re-analisis propuesto (como minimo doce meses). Debe realizarse en las

condiciones de almacenamiento determinadas previamente para cada farmaco o
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medicamento en particular. Los estudios de larga duracion permiten confirmar el periodo de

vida util proyectado en los estudios acelerados.#°

ESTABILIDAD QUIMICA
PROCEDIMIENTO ANALITICO

DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO ANALITICO

La mayoria de los procedimientos empleados para analizar la calidad de los IFAs y los
medicamentos se encuentran descriptos en Farmacopeas. Sin embargo, cuando el método
requerido para controlar un IFA no se encuentra descripto, es necesario desarrollar un
procedimiento analitico que sea indicativo de estabilidad. El procedimiento desarrollado debe
considerar las caracteristicas de las muestras a analizar, de manera de obtener un método
que permita la correcta resolucién de todos los compuestos presentes (IFA, excipientes y

productos de degradacion).

VALIDACION DEL PROCEDIMIENTO ANALITICO

De acuerdo a la Farmacopea Argentina la validacion es el proceso por el cual se establece,
por medio de estudios de laboratorio debidamente documentados, que un método es
apropiado para el uso propuesto. El objetivo de la validacion es asegurar que cada medicion
es lo suficientemente cercana al valor verdadero y que los resultados producidos son

confiables.

A la hora de realizar la validacion de un nuevo procedimiento analitico o de modificar un

procedimiento ya existente, se deben considerar los siguientes parametros04149-151;

e Selectividad: es el grado en que un método puede cuantificar o cualificar al analito
en presencia de interferentes (productos de degradacién, excipientes o
impurezas).

¢ Linealidad: es la capacidad de un método de analisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que sean directamente
proporcionales a la cantidad del analito.

e Sensibilidad: es la capacidad de un método de producir una gran variaciéon de
respuesta ante un pequefio cambio de concentracion del analito.

e Precision: es el grado de concordancia entre los resultados de un ensayo
individual. La precision se puede estudiar a tres niveles:

o Repetibilidad: es la precision bajo condiciones donde los resultados de

analisis independientes se obtienen en el mismo laboratorio por el mismo
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operador utilizando el mismo equipamiento dentro de intervalos cortos de
tiempo.

o Precision intermedia: es la precision bajo condiciones donde los resultados
de los andlisis independientes se obtienen en condiciones diferentes en el
mismo laboratorio (diferentes dias, diferentes operadores, diferentes
equipos).

o Reproducibilidad: es la precision bajo condiciones donde los resultados de
los andlisis se obtienen en diferentes laboratorios. Es un parametro
aplicable s6lo en el caso de la estandarizacion de procedimientos
analiticos, por ejemplo, para métodos que seran incluidos en una
Farmacopea.

Exactitud: este pardmetro expresa la proximidad entre el valor verdadero o valor
de referencia y el valor encontrado experimentalmente.

Robustez: es una medida de la capacidad de un procedimiento analitico de no ser
afectado por variaciones pequefias pero deliberadas de los parametros del
método; proporciona una indicacién de la fiabilidad del procedimiento.

Rango: es el intervalo de concentraciones para el cual se ha demostrado la
correcta linealidad, precision y exactitud del método.

Limite de deteccidn: es la menor concentracion de analito que puede detectarse,
pero no necesariamente cuantificarse, en una muestra bajo las condiciones
experimentales establecidas. Se expresa en unidades de concentracion.

Limite de cuantificaciéon: es la minima cantidad de analito que puede cuantificarse

con una adecuada precision y exactitud. Se expresa en unidades de concentracion.

MODELO CINETICO

En una reaccién de degradacion m moléculas del IFA (F) colisionan con n moléculas de

X para dar origen a uno o mas productos de degradacion (P). El o los productos de

degradacién se formaran si F y X colisionan con suficiente energia para permitir el

reordenamiento molecular que dé origen a P.

mF+nX —» P

Reaccion 5.1. Reaccion general de degradacion.

La ecuacién de velocidad expresa cémo varia la concentraciébn de una especie

molecular con respecto al tiempo, como funcion mateméatica de una constante de velocidad
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(k) y de las concentraciones de cada especie molecular que interviene en la reaccion
(Ecuacion 5.1). La velocidad de degradacion de F depende de la concentracion de F y de la

concentracion de X.
(Ecuacion 5.1)

La forma en que la concentracion de un componente influye en la velocidad de la
reaccion expresa el orden de reaccién. Si analizamos la ecuacién 5.1, se puede apreciar que
el orden global de la reaccion serd m + n y la reaccion serd de orden m con respecto a la
concentracion de F y de orden n con respecto a la concentracion de X; por ejemplo, sim =n

=1 la reaccion ser& de segundo orden.

Cuando la concentracion de un componente se mantiene constante durante el
transcurso de una reaccién, ésta puede considerarse como una reacciéon de pseudo orden
menor. Por ejemplo, si X representa a moléculas de agua, éstas se encontraran en exceso
con respecto a F, por lo que se considera que su concentracion no se modificara con el tiempo,
por lo tanto, tendriamos una reaccion de pseudo-primer orden donde k’ tiene en cuenta la
concentracion de X.

L [F]™

T (Ecuacion 5.2)

La velocidad de reaccién puede ser expresada con los valores de k, aunque la forma
mas utilizada de expresarla es con el tiempo de vida media (tso) 0 con el tiempo de vida util
(too)™ del IFA (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Parametros para reacciones de orden cero, primer orden y segundo orden con respecto
a la concentracion de IFA.

Orden Cero Primer Orden Segundo Orden
Ecuacioén lineal [F]= [Fo] — kot In [F]=In [Fo] — kat 1/[F]= 1L/[Fo] + kat
Ordenada al origen [Fo] In [Fo] 1/[Fq]
Pendiente -ko -k1 k2
Unidades de k concentracién tiempo-! tiempo-! concentracion! tiempo-!
0,5[F,] 0,693 1
ts0
k0 kl [FO]kZ
) 0,1[F,] 0,105 0,111
” ko K, [Folk,

[Fo] = concentracion inicial del IFA

X E| tiempo de vida media (tso) y el tiempo de vida Util (teo) representan el tiempo que tarda un IFA en alcanzar el
50% 0 90% de su concentracion inicial, respectivamente.
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ESTABILIDAD FISICA

Es requisito indispensable que los sélidos farmacéuticos se mantengan estables a través
del tiempo tanto conservando su composicién quimica como su forma soélida, es decir su
estado amorfo o cristalino. De encontrarse el sélido en forma cristalina es fundamental que no

exista una transformacion polimérfica con el correr del tiempo.

Es por esto que en el sector farmacéutico es necesario controlar la forma solida de los
IFAs durante el proceso de fabricacion de los medicamentos, asi como también en el periodo

de almacenamiento de éstos.

Numerosas metodologias que son empleadas en la caracterizacion de los IFAs sélidos
pueden ser utilizadas para evaluar su estabilidad fisica. Dichas técnicas se seleccionan
teniendo en cuenta las caracteristicas de cada IFA en particular. En este trabajo de tesis
doctoral, las técnicas utilizadas para evaluar la estabilidad fisica se escogieron teniendo en
cuenta los resultados evidenciados previamente en la caracterizacion de los sistemas

supramoleculares solidos.

Como se dijo anteriormente, FUR es un IFA utilizado en el tratamiento de la hipertension
y el edema que presenta varias formas polimorficas, siendo la forma | la que se encuentra
disponible comercialmente, dado que las otras formas cristalinas tienden a transformarse en
ésta con el tiempo. Se conoce que FUR es susceptible a hidrélisis catalizada por acidos y por
altas temperaturas debido a que contiene un grupo amino secundario, ademas es inestable a

la luz ya que exhibe fotooxidacién, fotohidrolisis y fotodescloracion.?’-3

En capitulos anteriores se demostrd que es posible superar el problema de solubilidad de
FUR ya que incrementa mas de 100 veces su solubilidad en agua al interaccionar con ARG.
Ademads, a partir de la formacion de una sal farmacéutica con dicho AA se logré optimizar 6
veces su perfil de disolucion y mantener su permeabilidad. En este contexto, con el objetivo
de analizar el efecto de los sistemas supramoleculares desarrollados sobre la estabilidad del

IFA, se estudio:

e La susceptibilidad de FUR y de los sistemas supramoleculares a absorber vapor
de agua al ser almacenados en un gabinete de estabilidad durante 6 meses.

e La estabilidad quimica de FUR y de los sistemas supramoleculares utilizando un
procedimiento analitico HPLC-UV indicativo de estabilidad, previamente
desarrollado por el grupo de investigacion, el cual permite la correcta resolucion de
todos los compuestos presentes (FUR, ligandos y productos de degradacion).®

e La estabilidad fisica de FUR y de los sistemas supramoleculares utilizando las
técnicas de RMNss y DRXP.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Los materiales y reactivos utilizados fueron descriptos en el capitulo “Estudios en
Solucion”. Los solventes utilizados fueron de grado analitico o HPLC. El agua utilizada en
todos los ensayos fue obtenida a partir de un sistema de purificacion de agua Millipore Milli-Q
(Millipore®, USA).

INSTRUMENTAL Y DESARROLLO EXPERIMENTAL
La balanza, el pH-metro, el sonicador y el vortex utilizados fueron descriptos en el capitulo

“Estudios en Solucion”.

Los espectros de alta resolucion de 3C en sélidos se adquirieron como se describié en el
capitulo “Estudios en Estado Sélido”. Mientras que, los patrones de DRXP se registraron en
la Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) utilizando un equipo PANalytical X Pert PRO con
voltaje y corriente eléctrica de 40 kV y 40 mA, respectivamente. El ancho de ranura utilizado
para el haz incidente en la muestra fue de 0,6 mm. Las muestras se escanearon en un rango
de a 26 entre 4° y 35° en un modo de escaneo por pasos (tamafio de paso de 0,026 y 29 seg)

y a temperatura ambiente.

PREPARACION DE SISTEMAS EN ESTADO SOLIDO
Los sistemas binarios y ternarios (FT, FAwas, FAur, FA%uas, FA%ve, FTC, FTM, FACwuas,
FACwr, FAMuasY FAMue) utilizados, se seleccionaron siguiendo el procedimiento descripto en

el capitulo “Estudios de Disolucion y Permeabilidad”.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE IFA

Con el objetivo de determinar el contenido exacto de FUR en cada sistema binario y
ternario se disolvio una cantidad de solido conteniendo el equivalente a 10 mg de FUR en 10
mL de una mezcla metanol:agua (50:50, v/v). Luego de la dilucion apropiada en agua Milli-Q,
las muestras se analizaron con HPLC-UV utilizando el procedimiento que se describe a

continuaciéon. Cada determinacion de contenido se realizé por triplicado.
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ESTUDIO DE ESTABILIDAD

Con el fin de investigar el efecto de los sistemas supramoleculares desarrollados en los
procesos de fotodegradacion de FUR en condiciones de almacenamiento acelerado, se
ejecutaron pruebas siguiendo los requisitos de las directrices de la Conferencia Internacional
de Armonizacion (ICH Q1A (R2), 2003). Las muestras se almacenaron por triplicado en un
gabinete de estabilidad® en viales de vidrio transparentes a 40 (x 2) °C, 75 (+ 5) % de

humedad relativa (HR) y expuestos a la luz durante un periodo de 6 meses.

ESTUDIO DE HIGROSCOPICIDAD

Las muestras solidas de los estudios de estabilidad quimica y fisica se pesaron con
precision antes del almacenamiento. A intervalos predeterminados [un mes (t1), tres meses
(tz) y seis meses (ts)] se retiraron del gabinete muestras de cada sélido y se evaluaron posibles

modificaciones en su masa.

ESTUDIO DE ESTABILIDAD QUIMICA
SELECCION DEL PROCEDIMIENTO ANALITICO

Para estudiar el proceso de degradacion quimica de un IFA se requiere de un
procedimiento analitico indicativo de estabilidad que permita la correcta separacion del
componente de interés de otras sustancias presentes en la muestra (excipientes o ligandos,
productos de degradacion). Cuando no existe un procedimiento descripto para cuantificar un
IFA en particular es necesario desarrollar y validar un nuevo método, para lo cual se expone
al IFA a diferentes condiciones de estrés®' con la finalidad de obtener los principales
productos de degradacién. Sin embargo, para el caso de FUR se seleccion6 un procedimiento
analitico HPLC-UV previamente desarrollado y validado por el grupo de investigacion.®® Se
utilizé un cromatdgrafo liquido Agilent 1100 Series (Agilent, Waldbronn, Alemania) que cuenta
con un sistema de bombeo isocratico G1310A, inyector automético G1313A, compartimento
termostatizado para columna G1316A y detector UV-Visible con longitud de onda variable
G1365B. Las condiciones experimentales se establecieron para evitar interferencias de los

productos de degradacion.

Condiciones cromatograficas:
e Fase movil: Buffer fosfato de potasio (KH2PO4 10 mM, pH 3,0) - ACN 60:40 (v/v).

i E| gabinete de estabilidad fue adaptado por el Laboratorio de Investigacion Aplicada y Desarrollo (LIADE) de la
Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales de la Universidad Nacional de Cérdoba.

il En |os estudios de degradacion forzada se expone al IFA a condiciones extremas de temperatura, humedad,
oxidacion, luz y se mide la susceptibilidad a la hidrdlisis a distintos valores de pH.
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e Fase estacionaria: Columna Phenomenex Gemini-C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
y precolumna SecurityGuard-C18 (4 mm x 3,0 mm) suministradas por Phenomenex
(Torrance, CA, USA).

e Longitud de onda: 276 nm

e Temperatura: 25 °C

e Flujo: 1,5 mL/min

e Volumen de inyeccion: 20 uL

VALIDACION DEL PROCEDIMIENTO ANALITICO

Para validar o modificar un procedimiento analitico previamente descripto se deben tener
en cuenta diversos parametros como: selectividad, linealidad, sensibilidad, precision,
exactitud, robustez. El procedimiento propuesto para la cuantificacion de FUR fue previamente
validado en el laboratorio y en el equipo a utilizar, no obstante, con el objetivo de establecer
gue este método es adecuado para la cuantificaciéon de FUR en los sistemas desarrollados,

se evalud la linealidad, precisién y exactitud del procedimiento para cada caso en particular.
LINEALIDAD

Se realizaron las curvas de calibrado por triplicado con el objetivo de realizar la correcta
cuantificacion de las diferentes muestras: FUR, FT, FAwas, FAwr, FA%2uas, FA%yr, FTC, FTM,
FACwmas, FACvr, FAMuas Y FAMwre. Para ello, se utilizaron soluciones de FUR a 7 niveles de
concentraciones (entre 8-32 ug/mL), y se mantuvo constante la concentracion de los ligandos
estudiados en 20 pg/mL. Las soluciones se prepararon por triplicado, se llevaron a volumen
final de 5 mL con agua Milli-Q, se filtraron utilizando membranas de tamafio de poro de 0,45
um (Millipore®, USA), se inyectaron en el cromatografo y se corrieron bajo las condiciones

descriptas previamente.

Los datos de calibracion se grafican como respuesta en funcién de la concentracion

de FUR y mediante analisis de regresion lineal se determina la recta de regresion:

y=bx+a (Ecuacion 5.3)

donde a= ordenada al origen y b= pendiente.

Un método comun para estimar el ajuste de los puntos experimentales consiste en
calcular el coeficiente de regresion lineal (r). El valor de r igual a 1 indica una recta

perfectamente lineal; en la practica se acepta un valor de r mayor de 0,99.
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b =)y -v)

r= {Z (Xi _;)2} {Z (yi _9)2}}1/2 (Ecuacion 5.4)

donde xi= concentracion, yi= el valor medido, X= media de la concentracién y y= media de los

valores medidos.

En la Tabla 5.2 se presentan los parametros calculados a partir del tratamiento estadistico
de los datos de calibracion. Los resultados obtenidos demuestran que el procedimiento
analitico es lineal en el rango de concentraciones de FUR comprendido entre 8 y 32 ug/mL,
en presencia de los diferentes ligandos evaluados dado que el valor del coeficiente de

regresion lineal (r) se encuentra cercano a 1.

Tabla 5.2. Parametros analiticos de las curvas de calibracion.

Muestra Ecuacion de regresion r
FUR Area: 20194 C (ug/ml) + 43 0,9936
FT Area: 32578 C (ug/ml) + 103 0,9922
FTC Area: 29228 C (ug/ml) + 106 0,9915
FT™M Area: 29621 C (ug/ml) + 102 0,9936
FA (FAwr, FAmas, FA2ur y FAZyas) Area: 35493 C (ug/ml) + 79 0,9945
FAC (FAC mr y FAC mas) Area: 31542 C (ug/ml) + 87 0,9947
FAM (FAM mr y FAM mas) Area: 27676 C (ug/ml) + 101 0,9908

C: Concentracion

PRECISION (REPETIBILIDAD) Y EXACTITUD

Se utilizaron soluciones de FUR a tres niveles de concentracion: 80%, 100% y 120% de
la concentracién nominal de 20,0 ug/mL. Se prepararon tres replicas para cada nivel de

concentracion y se analizaron en el mismo dia.

La repetibilidad se verific6 mediante el coeficiente de variacién porcentual (CV%) de la

serie de medidas:

CV = 2 x 100 (Ecuacion 5.5)

X
donde SD= desviacién estandar y x= media de una serie de valores.

Segun el criterio de aceptacion, los valores obtenidos de CV% deben ser menores al 2%

para que el método sea considerado preciso.
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La precision da idea del grado de concordancia entre los resultados de un ensayo
individual. El parametro fue determinado por la repetibilidad, dado que los resultados
analiticos fueron obtenidos por el mismo operador, en el mismo laboratorio, utilizando el
mismo equipamiento y dentro de intervalos cortos de tiempo. Los resultados que se exponen
en la Tabla 5.3 permiten concluir que el procedimiento analitico cumple con el criterio de

aceptacion para la repetibilidad debido a que CV% es menor al 2% en todos los casos.

La exactitud se evalu6 mediante el porcentaje de recuperacion medio respecto al valor
tedrico:

% Recuperacion = Concentracion estimada x 100 (Ecuacion 5.6)

Concentracion nominal

Segun el criterio de aceptacion, los % recuperacion obtenidos deben estar comprendidos
entre el 98% y el 102% del valor aceptado como verdadero para que el método sea

considerado exacto.

La exactitud es un pardmetro que da idea de la proximidad entre el valor de referencia y
el valor encontrado experimentalmente. A partir de los resultados presentados en la Tabla 5.3,
se puede concluir que el procedimiento analitico cumple con el criterio de aceptacion para
este parametro, ya que tanto el porcentaje estdn comprendido en el intervalo 98-102% en

todos los casos evaluados.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los diferentes parametros (linealidad,
precision y exactitud), se puede confirmar que el procedimiento analitico seleccionado es el

adecuado para cuantificar el contenido de FUR en las diferentes muestras sélidas obtenidas.
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Tabla 5.3. Resultados obtenidos en ensayos de recuperacion de FUR aplicando el método HPLC-

UV (valor nominal: 20 pg/ml).

M ¢ % Valor Nominal 80% 100% 120%
uestra Concentracion Teorica 16 pg/ml 20 pg/ml 24 ug/ml
15,97 pg/ml 19,76 ug/ml 24,35 pg/ml
Valor determinado 16,24 pg/mi 20,11 pg/mi 24,44 pug/ml
16,26 ug/ml 20,38 pg/mi 24 11 pg/ml
CV% 1 15 0,7
FUR 99,8 98,8 101,4
% Recuperaciéon 101,5 100,5 101,8
101,6 101,9 100,5
% Recuperacion media 100,9
15,85 pg/ml 20,01 pg/mi 24,38 pg/mi
Concentracion Hallada 16,27 pg/mi 19,97 pg/mi 23,81 pg/ml
15,71 pg/ml 19,87 pg/ml 23,94 pg/mi
FT CV% 1,8 0,4 1,3
99 100 101,6
% Recuperacion 101,7 99,9 99,2
98,2 99,3 99,8
% Recuperacion media 99,9
16,21 ug/ml 20,33 pg/mi 23,59 pg/ml
Concentracion Hallada 15,71 pg/mi 20,37 pg/ml 23,54 pg/ml
15,96 pg/ml 20,34 pg/ml 24,26 pg/ml
CV% 1,6 0,1 1,7
FTC 101,3 101,7 98,3
% Recuperacion 98,2 101,9 98,1
99,8 101,7 101,1
% Recuperacion media 100,2
16,05 pg/ml 20,30 pg/mi 24,01 pg/mi
Concentracion Hallada 15,69 pg/mi 20,34 pg/ml 23,83 pg/ml
15,68 pg/ml 20,31 pg/ml 24,45 pg/mi
CV% 1,3 0,1 1,3
FTM 100,3 101,5 100
% Recuperacion 98,1 101,7 99,3
98,0 101,6 101,9
% Recuperacion media 100,3
16,08 pg/ml 20,31 pg/mi 23,66 pg/mi
Concentracion Hallada 16,22 pg/mi 20,29 pg/ml 23,59 pg/ml
16,25 ug/mi 20,27 ug/ml 24,42 pg/ml
FA CV% 0,6 0,1 1,9
100,5 101,5 98,6
% Recuperacion 1014 101,5 98,3
101,6 101,3 101,8
% Recuperacion media 100,7
16,23 pg/mi 19,85 pg/mi 23,64 pg/mi
Concentracion Hallada 15,73 pg/mi 19,66 pg/ml 23,83 pg/ml
15,71 ug/ml 19,73 ug/ml 24,20 ug/ml
CV% 1,9 0,5 1,2
FAC 101,5 99,2 98,5
% Recuperacion 98,3 98,3 99,3
98,2 98,6 100,8
% Recuperacion media 99,2
16,21 ug/ml 20,33 ug/ml 23,77 pg/ml
Concentracion Hallada 15,74 pg/ml 20,37 pg/mi 23,59 pg/ml
15,94 ug/ml 20,34 pg/mi 24,44 ug/ml
CV% 15 0,1 1,9
FAM 101,3 101,7 99,0
% Recuperacion 98,4 101,9 98,3
99,6 101,7 101,8
% Recuperacion media 100,4

172




Estudios de Estabilidad

RECUPERACION DE FUROSEMIDA EN LAS MUESTRAS SOLIDAS

Para evaluar la estabilidad quimica de FUR en las MF y en los sistemas supramoleculares,
el contenido de FUR se determiné al tiempo inicial (to) y cada 30 dias hasta los 6 meses (t1-s).
A cada muestra (conteniendo el equivalente a 10 mg de FUR) se le agregé 10 mL de una
mezcla metanol:agua (50:50, v/v), se sonicd durante 15 minutos, se realizaron las diluciones
adecuadas para su cuantificacion y se filtré utilizando membranas de 0,45 ym (Millipore®,
USA). El porcentaje de FUR recuperado en cada muestra almacenada en el gabinete se
cuantific6 aplicando el procedimiento analitico HPLC-UV previamente descripto. Se tomd
como 100% de recuperacion la relacién concentracion/area obtenida por HPLC-UV, para cada
sistema, al ser analizado el dia en que se prepard. Las soluciones se prepararon por triplicado

y el resultado informado es el valor promedio de las mediciones.

A partir de los resultados se determiné la constante de velocidad de degradacion (k), el tgo

y el tso de los sdlidos en estudio utilizando las ecuaciones que se muestran en la Tabla 5.1.

ESTUDIO DE ESTABILIDAD FiSICA

Con el fin de evaluar posibles transformaciones en fase sélida, se analizo la estabilidad
fisica de FUR, de las MF y de los sistemas en el tiempo inicial (to), al mes (t1), a los tres meses
(t3) y después de seis meses (ts) de almacenamiento utilizando las técnicas de RMNss y
DRXP.

RESULTADOS Y DISCUSION

ESTUDIO DE ESTABILIDAD
ESTUDIO DE HIGROSCOPICIDAD

La cantidad de vapor de agua absorbida por una sustancia es un parametro fisicoquimico
conocido como higroscopicidad. Esta propiedad es muy importante para el sector
farmacéutico y debe ser controlada durante el proceso de desarrollo de un medicamento ya
gue, si se determina que la humedad compromete las propiedades fisicas o quimicas de un
IFA, estos datos pueden utilizarse para guiar la seleccion de excipientes, definir parametros
de procesamiento que aseguren la estabilidad fisicoquimica o identificar requisitos de
empaque que controlen la penetracién de humedad en el medicamento.'® Sin embargo, la
Farmacopea Argentina no posee un procedimiento descripto para evaluar y clasificar esta
propiedad. Asimismo, no existe un método que se utilice universalmente para clasificar a los

solidos farmacéuticos en cuanto a su nivel de higroscopicidad.
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No obstante, diferentes autores han empleado diversos criterios para estudiar y clasificar
la higroscopicidad de los sélidos. Por ejemplo, la Farmacopea Europea mide la cantidad de
agua absorbida a 25 °C y 80% de HR y los clasifica como se describe en la Tabla 5.4.1 Por
otro lado, Callahan y colaboradores, al considerar tanto la cantidad como la tasa de absorcion
de agua en varios rangos de HR, establecieron cuatro clases de higroscopicidad también
descriptas en la Tabla 5.4.1% Estos dos sistemas de clasificaciéon son lo suficientemente
diferentes como para que la categorizacién de la higroscopicidad dependa del esquema

utilizado.

Tabla 5.4. Esquema de clasificacion de la higroscopicidad. Tabla adaptada del trabajo publicado
por Newman y colaboradores.53

. ., Farmacopea
Clasificacion Europea Callahan y colaboradores

No 0-012 % Clase I: sin aumento de humedad por debajo del 90% de HR; menos
higroscépico (©/p) del 20% (p/p) de aumento en el contenido de humedad por encima del

90% de HR en 1 semana

Clase ll: sin aumento de humedad por debajo del 80% de HR; menos
0,2-2% (p/p) | del 40% (p/p) de aumento en el contenido de humedad por encima del
80% de HR en 1 semana

Levemente
higroscopico

Clase IlI: el contenido de humedad no aumenta mas del 5% (p/p) por
2-15 % (p/p) debajo del 60% de HR; menos del 50% (p/p) de aumento en el
contenido de humedad por encima del 80% de HR en 1 semana

Moderadamente
higroscopico

Clase IV: el contenido de humedad aumenta a 40-50% de HR; aumento
> 15% (p/p) de mas del 20% (p/p) en el contenido de humedad por encima del 90%
de HR en 1 semana

Muy
higroscopico

A partir de la falta de un criterio unificado para estudiar y clasificar los sélidos en cuanto a
higroscopicidad, en la presente tesis doctoral se evalu6 la cantidad de agua absorbida por
FUR vy los sistemas supramoleculares al ser almacenados en un gabinete a 40 °C y 75% de
HR y, ademas, se utilizo6 el criterio de la Farmacopea Europea para realizar la clasificacion de

los solidos.

En la Figura 5.1 se muestra el porcentaje de aumento de masa de las muestras en funcion
del tiempo. Los resultados evidencian la ganancia de masa del IFA puro, de las MF y de los
sistemas en el transcurso del tiempo de estudio™", lo que puede atribuirse a la absorcion de
vapor de agua por los solidos. Al analizar los resultados de los sistemas binarios y ternarios
conteniendo TEA, se puede apreciar que luego de un mes de almacenamiento el porcentaje
de aumento de masa del sistema FT es similar al de FUR y significativamente menor que los
valores determinados para los sistemas ternarios FTC y FTM. Sin embargo, luego de 3 meses

la relacion se invierte y el porcentaje de aumento de masa de los sistemas ternarios es menor

wiil Se realizo la aproximacion de atribuirle el cambio de masa a la incorporacién de agua.
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al del sistema binario y mayor al de FUR libre. Finalmente, transcurridos 6 meses de
almacenamiento, se evidencia que el porcentaje de aumento de masa (con respeto a ts)
aumenta considerablemente para el farmaco libre, aumenta levemente para FT y FTM y se
mantiene constante para el sistema FTC. A partir de estos resultados se puede clasificar a
FUR y FT como sélidos “moderadamente higroscopicos” y a FTC y FTM como sdélidos

“levemente higroscépicos” (Tabla 5.5).

3,5+
o
53,0
8 2,5-
3
8 2,01 =
Ke] .
a 1,5
S 1,01
[=)]
< o,5-
o

Q
0,0- ':'2 5
FUR FT FTC FTM FAmMF FAmas FA“mMF FA“mas FACMF FACmas FAMMF FAMMAS

Figura 5.1. Porcentaje de agua absorbida por las muestras almacenadas a 40 °C y 75% de

HR a diferentes tiempos expresados en meses: ti, t3 y ts (de izquierda a derecha).

Los resultados obtenidos para los sélidos binarios y ternarios conteniendo ARG (Figura
5.1) evidencian que luego de transcurridos 6 meses las muestras obtenidas por MF son més
higroscépicas que los respectivos sistemas obtenidos por MAS. En las muestras FAwr, FA?yr,
FAwas Y FA2uas la absorcién de vapor de agua al t; es la misma en todos los casos mientras
que al t3 y ts es mayor en las MF que en FAwas Y FA%vas, siendo considerados FAwr Y FAZue
como solidos “moderadamente higroscopicos” y, a su vez, FAuas Y FA%uas como sélidos

“levemente higroscépicos” (Tabla 5.5).

Por otro lado, se observa un marcado incremento en la masa de FACwr al t1, el cual
aumenta levemente hasta los 3 meses y luego se mantiene constante, mientras que el
aumento de masa en FACwuas €s menor (Figura 5.1), sin embargo, ambos soélidos son
considerados “moderadamente higroscépicos” luego de 6 meses de almacenamiento a 40 °C
y 75% de HR (Tabla 5.5).

Por su parte, tanto FAMyr como FAMwas evidencian un aumento de masa mayor a FUR
al t1, el cual se mantiene hasta los 3 meses de almacenamiento (Figura 5.1). Sin embargo,
luego de transcurridos 6 meses, el aumento de masa de FUR es superior al de estas muestras
ternarias. Finalmente, FAMwuas es considerado “levemente higroscopico” mientras que FAMwe

es considerado “moderadamente higroscopico” (Tabla 5.5).
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Tabla 5.5. ts: Aumento de masa después de 6 meses de almacenamiento a 40 °C y 75% de HR
expresado como g de humedad absorbida por cada 100 g de sélido seco (p/p) y clasificacién de
la higroscopicidad de las muestras de acuerdo a la Farmacopea Europea (FE).

Muestra Aumento de masa (p/p) Clasificacion (FE)
FUR 2,60 + 0,08 Moderadamente higroscépico
FT 2,80 + 0,07 Moderadamente higroscépico
FTC 1,29 £ 0,05 Levemente higroscopico
FTM 1,69 £ 0,04 Levemente higroscopico
FANME 3,1+0,1 Moderadamente higroscépico
FAwmas 1,60 £ 0,03 Levemente higroscopico
FA%vF 2,69 + 0,07 Moderadamente higroscopico
FAZ2uas 0,90 £ 0,03 Levemente higroscopico
FACwF 3,1+0,1 Moderadamente higroscopico
FACwas 2,12 £ 0,05 Moderadamente higroscopico
FAMwF 2,38 + 0,08 Moderadamente higroscépico
FAMwmas 1,8+0,1 Levemente higroscopico

El orden de higroscopicidad presentado por los soélidos es: FAws = FACwr > FT > FA?ye >
FUR > FAMyr > FACwas > FAMuas > FTM > FAuas > FTC > FA?%yas. A partir de estos resultados
se puede decir que los sélidos FT, FAwr, FACwr Y FA?vr son considerados mas higroscopicos
que FUR, mientras que los sistemas binarios FAuas Y FA%uas y los sistemas ternarios FTC,
FTMy FAMwuas mejoran ésta propiedad fisicoquimica del IFA presentando una higroscopicidad
leve. Por otro lado, a pesar de que FAMwr y FACuas SOn menos higroscopicos que el farmaco

son considerados sélidos de higroscopicidad moderada.

ESTUDIO DE ESTABILIDAD QUIMICA
PORCENTAJE DE RECUPERACION DE FUR Y DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE
REACCION

Una vez seleccionado y validado el procedimiento analitico indicativo de estabilidad, se
realizaron estudios de estabilidad acelerados de FUR libre, de las MF y de los sistemas
supramoleculares sdlidos durante 6 meses, para lo cual las muestras se almacenaron en un

gabinete de estabilidad, expuestas a la luz, a 40 °C y 75% de HR.

El estudio del efecto producido por diferentes ligandos sobre la reaccion de degradacién
de FUR en las muestras solidas evidencia, en todos los casos, graficos de ajuste de datos de
tipo lineal™ indicando que la degradacién del IFA se ajusta a un modelo cinético de pseudo-

primer orden con respecto a la concentracion de FUR ya que se considera que la

xix Al representar el logaritmo natural del porcentaje remante de FUR en funcion del tiempo.
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concentracion de ligando es constante (Figuras 5.2, 5.3 y 5.4). A partir de estos gréficos se

calculé el valor de la constante de velocidad de degradacion, el tsp y el too (Tabla 5.6).

0,2 tiempo (dias)
30 60 90 120 150 180
0,0 » L . 1 » 1 » 1 » 1
—_
S 0,21
-
Q
5 0,44 o FUR
s FT
061 4 FTC S
v FTM
-0,8-

Figura 5.2. Grafico de pseudo-primer orden obtenido para la degradacién del IFA libre y en
los sistemas FT, FTCy FTM.

Los estudios realizados en la presente tesis doctoral evidencian que la degradacion de
FUR en estado solido se ve disminuida cuando el farmaco se encuentra formando una sal con
TEA (Figura 5.2), demostrado por la disminucion en el valor de la constante de velocidad de
degradacion observada (kobs) con respecto a ko (velocidad de degradacion de FUR libre). El
factor de estabilizacion (ko/kobs) para FT es de 3,3, confirmando que en este sistema el
farmaco es mas estable a la degradacion que en forma libre (Tabla 5.6). Por otro lado, fue
reportado previamente el estudio de la fotoestabilidad quimica de FUR en combinacién con
B-CD y MD observandose que el sistema binario con 3-CD mejora 3,2 veces la estabilidad y
el sistema con MD 2,6 veces.?®

Adicionalmente, a partir de la Figura 5.2 se puede apreciar que, al combinar la
alcanolamina con B-CD, se obtiene un efecto estabilizador sobre la degradacién de FUR con
un factor de estabilizacion de 3,8 para el sistema ternario FTC (superior a los obtenidos con
ambos sistemas binarios) y un ty de 198 dias (Tabla 5.6). Sin embargo, en el sistema FTM la
degradacion de FUR se ve incrementada mostrando una kops superior a ko y evidenciando que

la combinacién de TEA y MD potencian la degradacién del IFA.
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Figura 5.3. Grafico de pseudo-primer orden obtenido para la degradacion del IFA libre y en
los sistemas FAur, FAmas, FAZury FAZyas.

Por otra parte, los estudios mostraron que los sistemas conteniendo ARG (FAwmr, FAwmas,
FA%we y FA%uas) protegen al farmaco de la degradacion (Figura 5.3). En particular, se
determiné que el aumento de estabilidad mas pronunciado se logra con el sistema FAZyas.
Este comportamiento se puede confirmar con los datos de Kops, ts0, too ¥ l0S factores de
estabilizacion calculados para los diferentes sélidos (Tabla 5.6), donde se puede apreciar que
FUR es 2,1 veces mas estable en FAuas Y 3,4 veces en FA%uas que en forma libre. Mientras
gue la formacién de sistemas ternarios entre FUR, ARG y los oligosacaridos no aporta mejoras

sobre la estabilidad quimica del IFA o de los sistemas binarios (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Grafico de pseudo-primer orden obtenido para la degradacion del IFA libre y en
los sistemas FACwe, FACuas, FAMueY FAMumas.
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El porcentaje de recuperacion de FUR que se observa en FACur Y FACwmas €S levemente
superior al del IFA puro, pero el efecto estabilizador de FACwur y FACwuas es inferior al de los
sistemas binarios FUR:ARG y FUR:B-CD (Tabla 5.6). En tanto que para los solidos
conteniendo MD (FAMye Y FAMwas), los porcentajes de recuperacion de FUR son menores a
los del farmaco libre y de los sistemas binarios, evidenciando que la combinaciéon de MD con
ARG potencia la degradacién de FUR convirtiéndola en menos estable en estos solidos (Tabla
5.6).

Transcurridos 6 meses de almacenamiento de los sélidos en un gabinete de estabilidad
expuestos a la luz, a 40 °C y 75% de HR, se evidencia la siguiente relacion de estabilidad de
las muestras: FTC > FA%uas > FT > FAuas > FAwr > FACwas > FA%vr > FACur > FUR > FAMuas
> FTM > FAMwmg, lo que demuestra que la combinacién de MD con los ligandos basicos
produce una reduccién de la estabilidad quimica del IFA, mientas que los mejores resultados

se obtienen con los sistemas supramoleculares FTC, FA%yas, FT y FAwas.

Tabla 5.6. Porcentaje recuperado de FUR en las muestras luego de 6 meses de almacenamiento.
Valores de ko (constante de velocidad de degradacion de FUR), kopws (constante de velocidad de la
reaccion de degradacidon de FUR en las muestras), to (tiempo de vida util), tso (tiempo de vida
media) y ko/kops (factor de estabilizacion).

Muestra % FUR ko (diat) Kobs (diat) too (dia) tso (dia) ko/Kobs
FUR 69 +1 (2,0+0,1) 103 - 53 352 -

FT 88 +4 - (0,6 +£0,1) 107 175 1155 3,3
FTC 91+1 - (0,53 £ 0,05) 103 198 1307 3,8
FTM 53+3 - (3,6 £0,3) 10 29 192 0,55
FAwMF 81+2 - (1,2+0,1) 103 87 577 1,7
FAwmas 84,7+0,8 - (0,93 £ 0,03) 103 112 745 2,1
FAZvr 74,3+0,8 - (1,3+0,1) 103 81 533 15
FAZvas 89,9+0,3 - (0,59 +0,02) 103 177 1174 3,4
FACwe 73+2 - (1,5 +0,3) 103 70 462 1,3
FACwmas 79,7+ 0,3 - (1,3+0,1) 103 81 533 15
FAMwF 46,7+ 0,4 - (4,7+0,3) 103 22 147 0,4
FAMwas 64+1 - (2,7+0,3) 10 39 257 0,7

ESTUDIO DE ESTABILIDAD FiSICA

La estabilidad fisica de los IFAs puede verse afectada por la luz, la temperatura y la

humedad, ya que estos factores pueden promover la reorganizacion de las moléculas en el
cristal durante el almacenamiento. Teniendo esto en cuenta, las muestras almacenadas en el
gabinete de estabilidad fueron analizadas por RMNss y DRXP para evaluar su estabilidad

fisica y las posibles recristalizaciones o transformaciones polimorficas.
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La Figura 5.5 muestra los espectros *C CP-MAS y la Figura 5.6 los patrones DRXP de
FUR y de las muestras solidas al to (cuando fueron preparadas) y a diferentes tiempos de

almacenamiento (1, 3 y 6 meses).
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Figura 5.5. Espectros *C CP-MAS de los sélidos almacenados en el gabinete de estabilidad,

513C/ppm

a 40 °C, 75% de HR y expuestos a la luz, a to (fucsia), t1 (azul), t3 (verde) y ts (violeta).

En la Figura 5.5 se evidencia que en los espectros de *C CP-MAS de las muestras sélidas

evaluadas no existen modificaciones a los diferentes tiempos con respecto a to.
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Figura 5.6. Patrones DRXP de los sélidos almacenados en el gabinete de estabilidad,
a 40 °C, 75% de HR y expuestos a la luz, a to (fucsia), t1 (azul), t; (verde) y ts (violeta).

Por otra parte, los patrones de DRXP (Figura 5.6) registrados en el lapso de 6 meses de
almacenamiento no difieren con respecto a to, evidenciando ausencia de transformaciones de

fase tanto para FUR como para las muestras de los distintos sistemas sélidos desarrollados.

Anteriormente, se sugirié que los oligosacaridos podrian ser utilizados para estabilizar a
la sal parcialmente amorfa formada entre FUR y ARG dado que ésta podria cristalizar a un
sélido cristalino con el correr del tiempo. Sin embargo, a partir de estos resultados, se puede
concluir que las sales FUR:ARG, tanto de estequiometria 1:1 como 1:2, son fisicamente

estables y mantienen su estructura a las condiciones estudiadas.
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Teniendo en cuenta que en el lapso de 6 meses de almacenamiento no se produjo
transformacion polimérfica en ningdn solido estudiado, ni recristalizacion de los solidos
amorfos, se sugiere que todas las muestras analizadas mantienen sus caracteristicas y se
puede concluir que son fisicamente estables a las condiciones evaluadas y en el periodo de

tiempo estudiado.

CONCLUSIONES PARCIALES

Los estudios de estabilidad demostraron que FUR difiere significativamente en sus
propiedades quimicas y fisicas cuando se encuentra libre o formando sistemas

supramoleculares con otros componentes.

Los resultados obtenidos en los estudios de higroscopicidad evidencian que FUR es un
s6lido moderadamente higroscépico y que mediante la interaccidn con otros componentes en
estado sélido se produce una mejora en esta propiedad. Las combinaciones mas favorables
comprenden a los sistemas FAMwas, FTM, FAuas, FTC y FA2uas que resultan en sélidos de
higroscopicidad leve. Los estudios de estabilidad quimica confirman que los sistemas
binarios FT, FAwas Y FA%was y el sistema ternario FTC reducen significativamente el
proceso quimico de fotodegradacion de FUR. Por otro lado, el sistema ternario FACwas y
las MF (FAwr, FA2ur y FACwr) mejoran levemente la estabilidad quimica del IFA. Las muestras
conteniendo MD muestran tasas de degradacién mas altas en comparacion con FUR libre.
Estos resultados evidencian que la higroscopicidad no se encuentra directamente relacionada
con la degradacion quimica de FUR, ya que tres de los sélidos que mostraron ser levemente
higroscopicos (FTC, FAuas Y FA2uas) redujeron notablemente el proceso de degradacion, sin
embargo, los otros dos sélidos de baja higroscopicidad (FAMwuas, FTM) potenciaron la
degradacion del farmaco. A partir del andlisis de los espectros de RMNss y de los
difractogramas de las muestras se confirma que FUR y los soélidos estudiados son
fisicamente estables en condiciones de almacenamiento acelerado dado que no evidencian

cambios en su forma sélida.

En conclusién, tomando en cuenta la higroscopicidad y las caracteristicas fisicas y
quimicas, los sistemas FTC, FA%was y FAwas son los mejores candidatos en cuanto a

optimizacion de la estabilidad de FUR en estado sdlido.

182



CAPITULO 6:
CONCLUSIONES







Conclusiones

CONCLUSIONES

El presente trabajo de tesis doctoral tuvo como obijetivo principal el desarrollo de nuevos
sistemas farmacéuticos que permitieran optimizar propiedades biofarmacéuticas
desfavorables (solubilidad, disolucion, permeabilidad y estabilidad) de IFAs de reconocida
relevancia terapéutica como sulfametoxazol y furosemida para asi mejorar su

biodisponibilidad oral.

En el caso de SMZ, un antibiético que presenta baja solubilidad y alta permeabilidad, pudo
comprobarse que los sistemas binarios formados en solucion del IFA con aminoéacidos (HIS y
ARG) incrementan su solubilidad tanto en agua como en PBS a partir de la formacién de sales
solubles de estequiometria 1:1 entre los componentes. Mediante diversas técnicas de
caracterizacion se verificd que el farmaco es capaz de formar sales farmacéuticas con ambos
AA en estado sélido las cuales pueden ser preparadas por métodos sencillos, econémicos y
de facil escalado a nivel industrial, como lo son la molienda asistida por solvente y la
liofilizacion. Se demostré que la sal cristalina formada entre SMZ e HIS y la sal amorfa
formada entre SMZ y ARG incrementan tanto la velocidad de disolucién como el porcentaje
de farmaco disuelto en fluido gastrico simulado, resultando en nuevos sistemas
supramoleculares promisorios para optimizar la biodisponibilidad oral de SMZ. Al realizar la
comparacion entre las dos sales farmacéuticas estudiadas, se pudo concluir que la sal
SMZ:ARG resulta el mejor sistema desarrollado dado que, ademas de optimizar la velocidad
y la cantidad de farmaco disuelta en fluido géstrico simulado, incrementa la solubilidad de
SMZ 2,7 veces mas que la sal SMZ:HIS en agua y 2,3 veces mas en PBS. Este sistema
supramolecular constituye una interesante estrategia para continuar con estudios a nivel

microbioldgico, pensando en realizar la transferencia a nivel industrial.

En el estudio de FUR, un diurético de baja solubilidad y baja permeabilidad, se logré
incrementar la solubilidad del IFA, tanto en su forma ionizada (utilizando TEA y ARG) como
en su forma neutra (al combinarlo con oligosacaridos). Ademas, el estudio del efecto de
sistemas ternarios (combinando TEA o ARG con 3-CD o MD) en la solubilidad de FUR
demostré que estos poseen la capacidad de solubilizar al farmaco cuando éste se encuentra
en su forma ionizada y neutra. A partir de esto, se disefiaron y desarrollaron sistemas en
estado sélido utilizando una técnica de preparacion de alto rendimiento y facil reproducibilidad,
como la molienda asistida por solvente y se realiz6 la caracterizacion de los sistemas

obtenidos empleando diferentes técnicas. Como resultado se comprobd la formacién de
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nuevos sistemas supramoleculares: complejos de inclusién binarios de FUR con B-CD y
con MD y sales farmacéuticas con TEA y con ARG. El sistema FUR:B-CD demostrd ser
cristalino y presentar interacciones entre el grupo sulfonamida de FUR y la CD. El sistema
FUR:MD resulté ser un sélido amorfo, en el cual interactian el grupo sulfonamida y el anillo
aromatico del IFA para formar el complejo. El sistema FUR:TEA evidencid interacciones
iGnicas formando una sal cristalina y los sistemas FUR:ARG (que se obtuvieron en relaciéon
equimolar 1:1 y 1:2) demostraron ser sales amorfas, donde las interacciones entre los
componentes son del tipo i6nicas. Se prepararon los sistemas ternarios combinando un
ligando béasico y un oligosacarido, obteniéndose los sistemas FUR:TEA:3-CD, FUR:TEA:MD,
FUR:ARG:B-CD y FUR:ARG:MD, donde las interacciones entre FUR y los demas
componentes resultaron similares a las interacciones en los sistemas binarios. Todos los
sistemas desarrollados lograron incrementar la disolucién del IFA en fluido gastrico simulado,
dado que en todos los casos la velocidad de disolucion y el porcentaje de farmaco disuelto
son superiores a los de FUR libre. La sal binaria entre FUR y ARG (de estequiometria 1:2) es
el sistema que evidencié los mejores resultados en cuanto a optimizacion del perfil de
disolucién de FUR, ya que increment6 el porcentaje del IFA disuelto 5,7 veces. Se demostro
asimismo, que estos sistemas supramoleculares no modificaron la velocidad de permeaciéon
del farmaco ni la cantidad permeada. Los sistemas supramoleculares lograron mantener la
estabilidad fisica del IFA y mejorar tanto la estabilidad quimica como la higroscopicidad de
FUR, siendo las mejores combinaciones el sistema FUR:TEA:3-CD y la sal binaria entre FUR
y ARG (de estequiometria 1:2), ya que resultaron ser sélidos de higroscopicidad leve v,

ademas, redujeron significativamente el proceso quimico de fotodegradacion de FUR.

Estos resultados indican claramente que la formacién de sistemas supramoleculares es
una herramienta util para mejorar la solubilidad, disolucién y estabilidad de FUR,
representando un gran avance hacia la optimizacion de su biodisponibilidad oral. Al comparar
los resultados evidenciados por los diferentes sistemas supramoleculares binarios y ternarios
estudiados, se puede concluir que la sal FUR:ARG (1:2) constituye el mejor sistema
desarrollado, ya que es uno de los sistemas que evidencia los mejores resultados en cuanto
a solubilidad en agua y PBS, reduccion del proceso quimico de fotodegradacion de FUR y
mejora en la higroscopicidad. Ademas, mantiene constante tanto la permeabilidad como la
estabilidad fisica del farmaco puro y, principalmente, presenta el mejor perfil de disolucién con
una velocidad y un porcentaje de farmaco disuelto notablemente superior a los demas

sistemas desarrollados y al IFA en su forma libre.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios realizados en la presente
tesis doctoral, es posible concluir que los objetivos propuestos al inicio de este proyecto fueron

concretados. Se obtuvo una amplia gama de sistemas supramoleculares nuevos entre los
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farmacos seleccionados y los diferentes ligandos, tanto en solucion como en estado sélido,
capaces de incrementar la solubilidad, la disolucion y la estabilidd de los IFAs, resultando
promisorios para mejorar su desempefio terapéutico. Las metodologias propuestas para la
obtencion de estos nuevos sistemas podrian ser de interés desde el punto de vista industrial,
debido al impacto econémico que puede generar su facil preparacion y su bajo costo de
produccion.
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