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RESUMEN

Se planted como objetivo del presente trabajo de tesis la produccién de nuevos
sistemas binarios sélidos de cloranfenicol y glibenclamida mediante la combinacién con
aminodacidos, a fin de optimizar las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de
estos principios activos. El andlisis fisicoquimico se realizd mediante espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier, difraccién de rayos X de polvos, resonancia
magnética nuclear de estado sélido, analisis térmico, microscopia de barrido electrénico
y medicidn del angulo de contacto. Ademas, se evalué el comportamiento de disolucién,
la estabilidad y, en el caso de cloranfenicol, la actividad antimicrobiana y generacion de
especies reactivas de oxigeno.

Cloranfenicol es un antibidtico de amplio espectro utilizado para el tratamiento de
infecciones oftdlmicas debido a que su administracién por via oral se ha relacionado con
problemas de toxicidad. Este principio activo se ha combinado con arginina, cisteina,
glicina y leucina mediante liofilizacion. EI comportamiento de disolucién ha sido
mejorado en todos los sistemas binarios debido a la reducciéon en el tamafio de particula
y cambio de habito cristalino, factores que permitieron un incremento en la superficie
expuesta del solido. Por otro lado, la actividad microbioldgica permanecidé constante
luego de obtenidas las combinaciones y el estrés oxidativo se redujo significativamente,
ofreciendo asi una nueva perspectiva en el uso de este antibidtico.

En el caso de glibenclamida, un farmaco hipoglucemiante utilizado por via oral que
presenta una pobre solubilidad acuosa, se ha combinado con arginina y serina mediante
molienda asistida con solvente. Ambos sistemas han permitido mejorar el perfil de
disolucidén del farmaco y demostraron ser estables en el tiempo. En la combinacién con
serina la mejora ha sido asociada a la reduccién en el tamano de particula. Por otro lado,
en el sistema sdélido obtenido con arginina, ademds de la reduccidn del tamafio, se logrd
mejorar el grado de humectacién del sélido y se demostrd la existencia de interacciones
entre los componentes, factores que en diferente medida contribuyeron al aumento en

la velocidad de disolucion del farmaco.






ABSTRACT

The objective of this thesis has been the production of new solid binary systems of
chloramphenicol and glibenclamide through their combinations with amino acids, with
the purpose of optimizing the physicochemical and biopharmaceutical properties of
these drugs. The physicochemical analysis were performed by Fourier-transform
infrared spectroscopy, X-ray powder diffraction, solid-state nuclear magnetic
resonance, thermal analysis, scanning electron microscopy studies and contact angle
measurements. In addition, dissolution performance, stability and, in the
chloramphenicol case, antimicrobial activity and generation of reactive oxygen species
were evaluated.

Chloramphenicol is a broad spectrum antibiotic used in treatments of ophthalmic
infections because its oral administration has been related to toxicity problems. It has
been combined with arginine, cysteine, glycine, and leucine by lyophilization. The
dissolution behavior has been improved in all the solid combinations due to the
reduction of the particle size and change of habit crystal, factors that allowed an
increase in the exposed surface of the solid. On the other hand, microbiological activity
remained constant after combinations were obtained and oxidative stress was
significantly reduced, offering a new perspective on the use of this antibiotic.

In the glibenclamide case, a hypoglycemic drug used orally that has poor aqueous
solubility, has been combined with arginine and serine by solvent-assisted grinding. Both
combinations had allowed to improve the dissolution profile of the drug and proved to
be stable over time. In the serine combination, the increment has been associated with
the reduction in the particle size. Besides, in the solid system obtained with arginine, in
addition to the reduction in the particle size, the degree of wetting of the solid has been
improved and the existence of an interaction between the components was
demonstrated. These factors contributed to the increase in the speed of dissolution of

glibenclamide in a different degree.






ABREVIATURAS
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AC
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CAT

CIS
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CLR:AALIO
CLR:AA MF
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GLB
GLB:AA MAS
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GLI
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GRAS

Aminoacido

Angulo de contacto

Arginina

Catalasa

Cisteina

Cloranfenicol

Combinacién CLR:AA obtenida mediante liofilizacion

Combinacién CLR:AA obtenida mediante mezcla fisica

Desviacidn estandar

Dihidrirodamina-123

Difractometria de rayos X de polvos

Calorimetria diferencial de barrido/Differential Scanning Calorimetry
Especies reactivas de oxigeno

Factor de diferencia

Factor de similitud

Farmacopea Argentina

Administraciéon de alimentos y medicamentos/ Food and Drug Administration
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Glicina

Glutation peroxidasa
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HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia/

High performance liquid chromatography

HR Humedad relativa

IFA Ingrediente farmacéutico activo

IRTF Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
LEU Leucina

LIO Liofilizado

logP Constante de lipofilicidad

MAS Molienda asistida por solvente

MF Mezcla fisica

pKa Constante de disociacion acida

RMNs Resonancia magnética nuclear de estado sélido
RPM Rotaciones por minuto

SCB Sistema de clasificacion biofarmacéutica

SEM Microscopia de barrido electrénico/Scanning Electron Microscope
SOD Superoéxido dismutasa

to Tiempo cero

ta Tiempo: un mes

t12 Tiempo: doce meses

t Tiempo: dos meses

t3 Tiempo: tres meses

ts Tiempo: seis meses

TG Termogravimetria

tr Tiempo de retencién
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ANTECEDENTES

Con el paso del tiempo el ser humano ha desarrollado mecanismos de defensa y
supervivencia ante las adversidades que han permitido incrementar la expectativa de
vida. Como dijo la Dra. Margaret Chan (Directora general de la Organizacién Mundial de
la Salud 2007-2017) “El mundo ha avanzado a grandes pasos en la reduccion del
sufrimiento innecesario y las muertes prematuras a causa de enfermedades que pueden
prevenirse y tratarse”. El desarrollo de medicamentos es un claro ejemplo de las
herramientas que han hecho esto posible al disminuir la mortalidad y mejorar la calidad
de vida de la poblacién®. Se puede mencionar la aparicién de los antibiéticos en la
primera mitad del siglo XX, que junto a las vacunas han logrado reducir las muertes
asociadas a enfermedades infecciosas?.

La Farmacopea Argentina3 define como medicamento a todo producto farmacéutico
empleado para la prevencidn, diagndstico o tratamiento de una enfermedad, o para
modificar sistemas fisiolégicos en beneficio de la persona a quien se le administra. Es
posible distinguir dos clases de componentes principales en un medicamento: los
ingredientes farmacéuticos activos (IFA), también llamados principios activos o
farmacos, responsables de su actividad terapéutica, y los excipientes, todas aquellas
sustancias afiadidas a una formulacién sin propdsito terapéutico.

Existen diferentes formas en las que un principio activo puede ser administrado para
un tratamiento conveniente y eficaz. La via de administracion oral constituye la
alternativa de eleccion por médicos y pacientes debido a los menores riesgos que
implica con respecto a vias parenterales, la autonomia, practicidad y gran versatilidad
que presenta®.

La forma farmacéutica seleccionada dependera de la naturaleza de la enfermedad, la
manera en la que deba tratarse (local o sistémica) y las condiciones propias del paciente.
La formulacion de principios activos en formas farmacéuticas sélidas resulta ventajosa
debido a que se adapta a la mayoria de los pacientes y a la mayor estabilidad que
presentan los IFA formulados de esta manera con respecto a los contenidos en formas
farmacéuticas liquidas. De hecho, se estima que el 70% de las formas farmacéuticas

dispensadas en la actualidad corresponden a comprimidos y capsulas®. Sin embargo,
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debe considerarse que la biodisponibilidad de un principio activo administrado por via
oral puede ser irregular e incompleta en el caso de IFA poco solubles, de absorcién lenta,
inestables o que son metabolizados extensamente®.

Aproximadamente el 40% de los principios activos disponibles en el mercado y mas
del 75% de los compuestos en via de desarrollo presentan una pobre solubilidad
acuosa®, con la consiguiente deficiencia en la biodisponibilidad que esto puede
significar. Otro de los inconvenientes de los tratamientos actuales es la creciente
resistencia antimicrobiana, que ha llevado a que ciertos antibidticos, que por ejemplo
habian caido en desuso por problemas de toxicidad, sean considerados nuevamente
como alternativas terapéuticas.

Las dificultades mencionadas, sumado al hecho de que el desarrollo de nuevos
farmacos es un proceso arduo y costoso, convierten a la optimizacion de los IFA
actualmente disponibles en el mercado en una alternativa viable para superar los
inconvenientes que presentan los tratamientos farmacoterapéuticos actuales. Algunas
de las estrategias que pueden mencionarse son la disminucién del tamafio de
particulas’®, formacion de sales>%, complejos de inclusion®?, sistemas basados en
lipidos'®!4, obtencion de polimorfos™?®®, cocristales'’'8, dispersiones sdlidas
amorfas'®?9y sistemas coamorfos?%?2,

El creciente interés por el estudio del estado sélido reside en que la mayoria de los
principios activos disponibles se presentan en forma sélida y, como se ha mencionado
con anterioridad, gran parte de los medicamentos que se dispensan en la actualidad
corresponden a formas farmacéuticas sdlidas. Las propiedades fisicoquimicas,
farmacotécnicas y biofarmacéuticas que presenten condicionan el desempefio del
farmaco en el uso clinico, conocer sus propiedades, comportamiento y estabilidad
resulta fundamental para una formulacién y utilizacién adecuada.

Una manera de mejorar la solubilidad y velocidad de disoluciéon de un compuesto es
mediante la reduccidon de las fuerzas intermoleculares en estado sdlido, el aumento de
la atraccion entre soluto y solvente o el incremento del drea expuesta del compuesto®.
Es asi como la velocidad de disolucidn se ve afectada por el tamafo de particula, habito
cristalino, grado de humectacion del sélido y la forma polimodrfica existente.

Los sodlidos farmacéuticos pueden ser cristalinos, caracterizados por un arreglo

regular en la disposiciéon de sus moléculas, o amorfos, que carecen de orden de largo

10
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alcance en su estructura (Figura 1). Esto se traduce en diferentes propiedades fisicas y
quimicas. Si bien los sélidos amorfos presentan algunas condiciones deseables para un
principio activo, por ejemplo una mayor tasa de disoluciéon, la mayoria de los IFA se
formulan y comercializan en forma cristalina, debido a la menor estabilidad del estado
amorfo y su innata tendencia a cristalizar®.

Asimismo, se conoce que los cristales (uni y multicomponentes) pueden existir en
distintas formas o polimorfos. Este fendmeno se caracteriza por diferencias en el arreglo
interno de las moléculas en la estructura cristalina, lo que puede afectar propiedades
fisicoquimicas de los compuestos y a su vez condicionar la estabilidad y biodisponibilidad

de un principio activo®®.

SOLIDO CRISTALINO

uy
> 4
%

SOLIDO AMORFO

POLIMORFOS

T

SOLIDO sSOLIDO
MULTICOMPONENTE MULTICOMPONENTE SOLVATO
CRISTALINO AMORFO

EPrincipioactivo1
BPrincipio activo 2 o coformador
@ Solvente

Figura 1. Esquema de diferentes formas sdlidas en las que puede presentarse un principio activo

A diferencia del estado polimdrfico de un principio activo, que es el reflejo de su
estructura interna, la estructura externa de un cristal, habito cristalino o morfologia?3 se
caracteriza por las dimensiones de las particulas (largo, ancho, espesor), apariencia de
la superficie (rugosidad, suavidad, porosidad), distribucién del tamafo y estado de
aglomeracion que presenta?*.

Esta caracteristica juega un rol clave en el comportamiento de los polvos vy
propiedades fisicoquimicas de un principio activo como humectabilidad, resistencia
mecdnica, fluidez y densidad asi como en la facilidad de procesamiento®. En el caso de

productos farmacéuticos en estado sélido, la morfologia del cristal determina la tasa de

11
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disolucion y por lo tanto afecta la biodisponibilidad de los IFA?6. La modificacion del
habito cristalino de un farmaco sin afectar el estado polimérfico constituye una
alternativa atractiva para mejorar las propiedades de disolucién de un principio activo
sin afectar su estabilidad fisica.

El tamafo y numero de caras de un cristal expuestas al solvente determinaran la
velocidad de disoluciéon, es por eso que se puede predecir que determinados habitos
cristalinos favorecen la disolucion de un compuesto mas que otros, por ejemplo, las
formas aciculares o ahuecadas en el interior que aumentan la superficie del sélido?’.
Este mismo efecto puede observarse al reducir el tamano de particula del farmaco

debido a que al aumentar la superficie expuesta la disolucién puede ser mas rapida.

12
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OBJETIVOS

A partir de lo detallado anteriormente se ha planteado como objetivo del presente

trabajo de tesis la produccién de nuevos sistemas binarios sélidos de IFA que permitan

optimizar sus propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas. Los objetivos especificos

se detallan a continuacion:

Obtencidon de nuevos sistemas binarios sélidos de glibenclamida (GLB) vy
cloranfenicol (CLR) a partir de su combinacion con aminoacidos (AA).
Caracterizacion fisicoquimica de las combinaciones obtenidas.

Evaluacion de la velocidad de disolucion.

Evaluacién de la actividad microbioldgica y estrés oxidativo en el caso de CLR.

Evaluacion de la estabilidad fisica y quimica.

Para llevar a cabo estos objetivos se desarrollaron las siguientes actividades:

Evaluaciéon de diferentes metodologias de obtencion de sistemas sélidos, siendo
de eleccién aquellas que respondan a los principios establecidos por la quimica
verde o sostenible.

Anadlisis de las propiedades fisicoquimicas de las combinaciones mediante
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (IRTF), difraccion de
rayos X de polvos (DRXP), resonancia magnética nuclear de estado sélido
(RMNs), calorimetria diferencial de barrido (por su sigla en inglés DSC), andlisis
termogravimétrico (TG), microscopia de barrido electrénico (por su sigla en
inglés SEM) y medicién de angulo de contacto (AC).

Evaluacion del comportamiento de disolucion de los farmacos a partir de las
nuevas combinaciones y comparacion de los perfiles obtenidos con respecto al
farmaco sin procesar.

En el caso de CLR, evaluacién de la actividad microbioldgica y de la generacion
de especies reactivas de oxigeno.

Andlisis de la estabilidad fisica (mediante SEM, DRXP, RMNs y analisis térmico)

y quimica (mediante HPLC y estudio de la actividad antimicrobiana).

13
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OBTENCION DE LOS SISTEMAS BINARIOS

La tendencia de la sociedad actual por reducir el impacto ambiental y utilizar practicas
sustentables y seguras representa un desafio en las ciencias farmacéuticas a la hora de
desarrollar productos de calidad mediante técnicas que respondan a esta necesidad.
Durante el disefio de procesos, la quimica verde o sostenible promueve la observacién
de las siguientes consideraciones:

e minimizacidn de los recursos utilizados,

e impacto de los materiales sobre el medioambiente y la salud (toxicidad,

degradacion),
e viabilidad econdmica de los procesos,
e naturalezay cantidad de los desechos generados?®.

El uso de vias alternativas para la sintesis de compuestos es una de las herramientas
de la industria para reducir la emisidon de contaminantes al ambiente. Algunas de estas
estrategias se basan en procesos mecanoquimicos, sintesis fotoquimicas y
biomiméticas, asi como en el uso de materias primas inocuas y renovables, solventes
seguros para la salud y el ambiente y catalizadores que se puedan recuperar con
facilidad?®. En particular en este proyecto de tesis se recurrieron a técnicas
mecanoquimicas y secado por liofilizaciéon para la obtencidén de los sistemas sdlidos,
métodos que serdn descriptos en los proximos capitulos con mayor profundidad.

Los IFA estudiados se combinaron con aminoacidos con el objetivo de mejorar sus
propiedades. Los aminodcidos y sus derivados pueden encontrarse en una amplia
variedad de compuestos terapéuticos asi como en productos de la vida diaria3. Resultan
atractivos para ser utilizados como coformadores en la obtencién de sistemas sdlidos
debido a que son de bajo costo, algunos de ellos pertenecen a la lista GRAS (Del inglés
Generally Recognized as Safe, Generalmente reconocidos como seguros) que establece
la FDA (Del inglés Food and Drug Administration, USA) y han demostrado ventajas en la
optimizacién de IFA, ya sea al estabilizar compuestos amorfos3!, en la obtencion de sales

y cocristales3? o en la incorporacidn en sistemas ternarios con ciclodextrinas32.

15
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CARACTERIZACION DE SOLIDOS FARMACEUTICOS

Las diferentes formas sélidas que puede presentar un principio activo pueden tener
propiedades fisicoquimicas distintas. Si esta propiedad afecta la solubilidad o velocidad
de disolucion, puede que la biodisponibilidad del fdrmaco se vea afectada, sobre todo si
se trata de IFA que pertenecen a la clase Il (baja solubilidad, alta permeabilidad) del
sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB). También las propiedades mecdnicas y
estabilidad de un principio activo se pueden ver modificadas ante la existencia de
diferentes formas sélidas33. De aqui se desprende la importancia de una caracterizacion
adecuada de los sélidos farmacéuticos.

El estudio del estado sdélido puede ser abordado en diferentes niveles. En primer
lugar, desde un punto de vista molecular o supramolecular donde se considera la
organizacién de las moléculas en el estado sdlido. El analisis a este nivel se efectua
mediante técnicas espectroscdpicas, térmicas, cristalograficas y microscopicas3®.

En segundo lugar, es posible mencionar el andlisis a nivel particulado, que incluye
propiedades como habito cristalino, dimensiones de las particulas y area superficial, que
tienen efecto sobre la disolucién, reologia y compactacion. La microscopia es una de las
técnicas que permiten realizar un analisis interesante a este nivel.

Por ultimo, las propiedades observadas a nivel multiparticulado, llamado también a
granel, tienen gran inferencia sobre el desarrollo de productos farmacéuticos en
procesos farmacotécnicos3. En el presente trabajo de tesis la atencién ha sido centrada

en los dos primeros niveles de estudio.
Sumado a la caracterizacidn fisicoquimica de los sistemas soélidos (Figura 2), cuyas
técnicas serdn descriptas oportunamente en los prdoximos capitulos, se efectuaron

estudios de disolucidn, estrés oxidativo, microbioldgicos y estabilidad.

17
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Figura 2. Esquema de las técnicas utilizadas para la caracterizacion de los sistemas sélidos.

Los estudios de disolucion son de gran utilidad para comparar el desempeiio de un
nuevo solido con el del fdrmaco sin procesar. Estos ensayos en la practica diaria se
utilizan como control de calidad de las formulaciones sdélidas de administracion oral,
para evaluar la consistencia lote a lote y también en ensayos de bioequivalencia. En este
trabajo se realizaron con el objetivo de evaluar el desempefio de las combinaciones
IFA:AA.

En el caso de CLR se realizaron estudios microbiolégicos con la intencién de
corroborar que la actividad del farmaco se conserve durante la obtencién de las
combinaciones CLR:AA. Ademas, se evalud la produccién de especies reactivas de
oxigeno debido a que es uno de los mecanismos que explica la toxicidad de CLR y que
han limitado su uso.

Finalmente, para ambos farmacos se realizaron estudios de estabilidad. Se trata de
uno de los principales atributos de calidad a los que debe responder un IFA,
considerando que muchas veces las materias primas y productos farmacéuticos deben
ser almacenados por tiempo prolongado y los compuestos deben mantener las
propiedades fisicas y quimicas originales. CLR y GLB son farmacos estables en
condiciones normales3>3%, sin embargo, ante la obtencién de nuevos sistemas sdlidos

con aminodacidos, debe asegurarse que la estabilidad no se vea comprometida.
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INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana representa un serio problema de salud a nivel
mundial. Consiste en un fendmeno natural de los microorganismos que se ve acelerado
por el uso indebido de agentes antimicrobianos en humanos y animales?. La falta de
nuevos principios activos efectivos conduce a la promocion del uso racional de
antibidticos y a que las investigaciones se orienten a la optimizacién de los
antimicrobianos disponibles.

Cloranfenicol (pKa: 5,50; logP: 1,14) es un antibiético de amplio espectro que inhibe
la sintesis de proteinas por unién a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano32. Su
administraciéon sistémica se vio restringida debido a problemas de toxicidad
relacionados a la produccidon de estrés oxidativo®. La utilizacion de este fadrmaco se ha
vinculado con el desarrollo de anemia aplasica y supresién de médula 6sea®’; por estos
motivos el uso se ha limitado principalmente a tratamientos tdpicos para infecciones
oftalmicas*'.

Sin embargo, en la actualidad se considera un antibidtico con gran potencial para el
tratamiento de patégenos multi-resistentes®®, razdn por la que diversas dreas de
investigacion dirigen sus esfuerzos hacia el estudio de los mecanismos de toxicidad, asi
como al desarrollo de estrategias que permitan mejorar el desempeiio de este
antibiético en el uso clinico.

CLR es producido por especies del género bacteriano Streptomyces, no obstante
debido a la simplicidad de su molécula (Figura 3) en la actualidad es obtenido por sintesis
quimica, de hecho fue el primer antibidtico desarrollado para produccién a gran

escala®C.

OH Cl

ZT

Cl

o)
O,N OH

Figura 3. Estructura quimica de CLR
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En su estructura se puede observar un grupo nitrobenceno unido a un propanol, asi
como un grupo amino conectado a un derivado de acido dicloroacético. Para una buena
actividad antimicrobiana los grupos propanol y diclorodcetico deben permanecer
intactos*?.

Debido a que CLR posee una escasa solubilidad acuosa®**4 se han utilizado diferentes
estrategias para superar este inconveniente, se pueden mencionar como ejemplos la
obtencidn de sales* y la amorfizacién del compuesto?®. Ademds, se ha demostrado que
el tamafio de particula de CLR tienen efecto sobre los niveles sanguineos alcanzados por
el farmaco?’, razén por la cual es importante una caracterizaciéon adecuada del estado

solido de este compuesto.
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OBTENCION DE LAS COMBINACIONES CLR:AA

CONSIDERACIONES Y DESARROLLO EXPERIMENTAL

La liofilizacion (LIO) es un método que consiste en remover el agua de un material
congelado mediante sublimacién. En condiciones de alto vacio, el agua pasa de estado
solido a gaseoso sin fundirse, el vapor resultante se deposita sobre la superficie de un
condensador a bajas temperaturas®. Esta estrategia de secado tiene gran aplicacion a
nivel industrial y permite conservar las propiedades de los materiales debido a que no
son expuestos a altas temperaturas para eliminar el agua del medio.

Este proceso resulta atractivo en las ciencias farmacéuticas debido a la facilidad de
escalado y a que tiende a conservar la estabilidad de las muestras y sus propiedades
originales. Algunos antecedentes en dreas de investigacién y desarrollo han demostrado
la factibilidad de esta técnica para la obtencidon de sistemas nanoparticulados*° y
complejos de inclusidon con oligosacaridos®'?, por mencionar sélo alguna de las
aplicaciones.

En la obtencién de las nuevas formas sélidas de CLR se utilizaron aminodcidos que
han demostrado tener propiedades antioxidantes. En trabajos previos del grupo de
investigacion se ha estudiado el efecto de cisteina (CIS) y glicina (GLI) sobre CLR en
complejos de inclusidon con B-ciclodextrina®3, debido a que los resultados fueron
alentadores se han seleccionado como coformadores potenciales para la obtencién de
los sistemas binarios.

Estos aminoacidos son antioxidantes exdgenos que actlan contra la lesion tisular
oxidativa®*, efecto que puede estar relacionado directamente con los compuestos en si
mismos o por ser precursores en la produccidn de glutation, principal antioxidante en
las células que regula la homeostasis de radicales libres>>°®,

Por otro lado, se ha reportado que la disponibilidad de arginina (ARG), un aminoacido
condicional, resulta critica para suprimir el estrés oxidativo e inducir la respuesta
antioxidante enddgena al estimular la sintesis de glutatién®’. Ademds, existen
investigaciones sobre este aminodcido y sus efectos positivos sobre la respuesta inmune
y el metabolismo°%°°, por lo que resulta relevante evaluar el comportamiento de CLR en

presencia de este aminodcido.
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En cuanto a leucina (LEU), un aminodacido esencial, todavia no esta claro si tiene
inferencia sobre los niveles de especies reactivas de oxigeno que provocan dafio celular,
sin embargo, hay antecedentes de que suplementos con LEU reducen la generacién de
estas especies en determinadas lineas celulares>0,

A continuaciéon (Tabla 1) se pueden observar las estructuras quimicas de los

aminodcidos utilizados para la obtencion de nuevos sistemas sdélidos de CLR.

Tablal. Estructuras quimicas de los AA utilizados para la obtencidn de sistemas sélidos CLR:AA

ARGININA (ARG) CISTEINA (CIS)
NH o NH,
HZNJJ\N OH (0] SH
H
NH,
OH
GLICINA (GLI) LEUCINA (LEU)
NH, 0]
@)
OH
OH NH»

Para la obtencién de las combinaciones binarias (CLR:AA, donde AA es ARG, CIS, GLI
o LEU) se prepararon soluciones equimolares de CLR con cada uno de los aminodacidos
en agua MilliQ. Con el fin de favorecer la disolucién de los componentes, las muestras
se mantuvieron en un bafo ultrasénico durante una hora. Luego de ser congeladas,
fueron sometidas a liofilizacién para remover el agua del medio (Freeze Dryer 4.5,
Labconco Corp., Kansas, Missouri). Una vez obtenido el polvo seco se recolectd y
almacend a temperatura ambiente bajo condiciones de vacio. Los rendimientos
obtenidos mediante esta técnica superaron el 90% debido a que practicamente no hay
pérdidas de material a lo largo del proceso. Ademads, se prepararon las mezclas fisicas
de los componentes en una proporcién 1:1 molar (CLR:AA MF) a través de un mezclado

uniforme en un mortero de agata.
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La integridad macroscépica del polvo obtenido mediante liofilizacion es un factor
importante a considerar; la muestra debe ser homogénea y no debe presentar
aglomerados para asegurar el éxito del proceso de secado®. En este caso los polvos
obtenidos resultaron de color y textura uniforme bajo la inspeccién visual, sin la
aglomeracion de material.

En cuanto a la procedencia de los componentes de partida utilizados para obtener las
combinaciones se puede mencionar que CLR y GLI fueron adquiridos de Parafarm
(Argentina), mientras que CIS, ARG y LEU a partir de Sigma Aldrich (Milwaukee, WI, USA).
El agua utilizada fue producida mediante un sistema de purificacion de agua MilliQ

(Millipore, USA).
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CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE FOURIER (IRTF)

Esta técnica se basa en la medicidn de la absorcién de radiacidn infrarroja (IR)
debido a vibraciones moleculares. Es posible distinguir vibraciones de estiramiento
(cambios en la longitud de enlace) y de flexion (cambios en el dngulo de enlace)®?. Los
espectros de infrarrojo son tomados usualmente en una escala inversa a la longitud de
onda, unidad conocida como numero de onda (cm™), que resulta directamente
proporcional a la energia®3.

La region IR se puede subdividir en tres zonas, no obstante se centrara la atencién
en el IR medio (4000 a 400 cm™) debido a que brinda mayor informacién estructural. El
estudio se torna complejo de 1800 a 400 cm™3, regién de las huellas dactilares, donde la
asignacion de sefales suele no estar bien definida, sin embargo por comparacién con un
espectro de referencia es posible identificar un compuesto®.

Al analizar los espectros debe considerarse el nimero de onda vy la intensidad de
la banda para una caracterizacién adecuada. Las perturbaciones en las vibraciones
debido a cambios conformacionales e interacciones entre componentes conducen a la
obtencidn de diferentes espectros y es aqui donde radica la importancia de la técnica en
la caracterizacién de sistemas supramoleculares®’-64,

Las aplicaciones de esta técnica son cualitativas y cuantitativas®?, en el presente
trabajo de tesis se recurre a IRTF con el propésito de identificar compuestos y estudiar

posibles interacciones entre componentes durante la obtencidn de los sistemas sdlidos.

Condiciones experimentales:

Los espectros fueron tomados en un espectrémetro Nicolet Avatar 360 FTIR. Las
mediciones fueron llevadas a cabo con la aplicacidn de 40 escaneos a una resoluciéon de
8 cm™ en el intervalo de 400 a 4000 cm™. Cada una de las muestras se mezclé de manera
uniforme con bromuro de potasio (KBr) en una concentracion 1% p/p y posteriormente

se compactd en una prensa hidraulica.
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Andlisis de resultados:

El espectro de CLR ha coincidido con el encontrado en bibliografia® y fue posible
distinguir las sefales correspondientes a las principales vibraciones de la molécula como
puede observarse en la Figura 3. Se pueden mencionar el estiramiento de los grupos OH
a 3476 cm™y 3347 cm™, el del grupo NH a 3262 cm™ y a 3080 cm™ el estiramiento de
CH aromatico; por otro lado, a 2963 cm™ pudo ser distinguida la sefial correspondiente
a CHyya 1688 cm™ al grupo CO. Finalmente a menores frecuencias las sefiales de NH

(1560 cm™) y NO2 (1524 cm™) fueron identificadas.

80

60 7

%T

40

207

3000 2000 1000
Nimero de onda (cm™)

Figura 3. Espectro de IRTF de CLR

En los espectros de los aminodcidos puros también fue posible identificar las bandas
que corresponden a los principales grupos funcionales. En el caso de ARG, a 3068 cm™
se reconocio la sefial correspondiente al grupo NH y a 2945 cm™ |a del CHs. Por otro
lado, a 1680 cm™ y 1558 cm™ se observaron las bandas originadas a partir de las
vibraciones de los grupos NH, y CO respectivamente, acorde a la bibliografia
consultada®®®’,

En el espectro de CIS a 3185 cm™, 2964 cm™ y 2640 cm™ se pueden identificar las
bandas caracteristicas de las vibraciones de tensién de NH, mientras que el grupo SH es
responsable de las bandas que se observaron a 2550 cm™ y 2504 cm™. A 2080 cm™ se
identificé la banda del COO™ y finalmente a 1590 cm™y 1543 cm™ las vibraciones de
NH,°8,

Al analizar las bandas del espectro de GLI y comparar con espectros de referencia®

se identificaron las sefiales del grupo NHza 3421 cm™ (tensidn) y 1582 cm™ (flexion). A

un nimero de onda de 3073 cm™ty 2937 cm™ las vibraciones de tensién de CH. El grupo
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CO fue asociado a la banda observada en 1652 cm™, mientras que a menores
frecuencias se identificaron las sefiales de tension y flexién de CH; (1494 cm™y 1407
cm™, respectivamente).

En el caso de LEU, presentd una banda a 2957 cm™ debido a la tensidon de CH>. La
sefial que se encontré a 2129 cm™ es producto de la combinacién de dos modos
fundamentales (correspondientes a vibraciones de C-C y C-N), a 1586 cm™ se observo
una banda asociada a la tensidn del grupo COO~y a 1517 cm™la sefial de flexién de CHs.
Finalmente a 1407 cm™ se identific una banda atribuida a vibraciones de flexion de CHs
y CH,’°.

En todas las combinaciones CLR:AA fue posible observar las bandas caracteristicas
del farmaco (Figura 4). Las sefiales de los aminodcidos no pudieron ser identificadas en
todos los casos por estar superpuestas con las bandas del principio activo; sin embargo,
algunas bandas de CLR se presentaron ensanchadas en las MF, debido a la presencia del
aminodcido, efecto que también se observd en las combinaciones obtenidas por
liofilizado. Esto puede notarse principalmente en la zona donde se aprecian los grupos
NH de los aminodacidos, sin verse afectado el nimero de onda caracteristico de los
grupos funcionales de CLR.

Los espectros de los sistemas sélidos obtenidos por liofilizacién resultaron similares
a los de las MF, producto de la superposicion de los espectros de los componentes
individuales. La ausencia de cambios significativos en las bandas analizadas sugiere que
no hay importantes interacciones entre CLR y cada uno de los AA o que no pueden ser
detectadas mediante esta técnica. Todas las sefales de CLR en las diferentes

combinaciones se encuentran detalladas en el Anexo 1 para mayor informacion.
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Figura 4. Espectros de IRTF de CLR, AA y las combinaciones CLR:AA
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DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVOS (DRXP)

La DRXP es una técnica no destructiva ampliamente utilizada para la caracterizacién
de materiales microcristalinos’*. Se utiliza con fines cuantitativos y cualitativos pero en
esta ocasion se centrara la atencidn en esta ultima aplicacion.

Cuando el angulo entre la radiacién incidente y el conjunto de planos del sélido
resulta en una interferencia constructiva se obtiene como resultado un patrén de
difraccion. Esto responde a las condiciones de Bragg, cuya expresion matematica
relaciona la longitud de onda de la radiacidn de rayos X (A) y la distancia (d) entre planos
paralelos (A =2d sen 8).

El patrén de difraccion o difractograma es entonces una representaciéon de la
intensidad de difraccidn en funcién de los valores 20 y es considerado una huella dactilar
de un compuesto sélido*’. Esto permite identificar un material por comparacion con el
patrén de referencia y analizar la uniformidad de la fase sélida, la existencia de un
polimorfo o una mezcla de ellos y la amorfizacién de un compuesto, entre otras
utilidades. Algunos de los parametros de difraccion de mayor relevancia para el analisis

son la posicidn, ancho e intensidad de los picos’?.

Condiciones experimentales

Las mediciones fueron realizadas en un difractdmetro de rayos X de polvos Philips
X'Pert PRO en el Laboratorio de Rayos X de CONICET Bahia Blanca, Buenos Aires. Fue
utilizada una radiacion CuKa, a 45 kV y 30 mA. Los patrones se tomaron en el intervalo

5-40°/26 con un tamanio de paso de 0,02° y un tiempo de 2 s por paso.

Andlisis de resultados

El difractograma de CLR (Figura 5) presentdé los picos caracteristicos reportados en
bibliografia en las posiciones 7,84; 10,66; 12,73; 15,53; 18,77; 19,51, 20,07; 20,60; 25,59;
31,52 °20872. Este patrdn se conservo en todas las combinaciones analizadas lo que indica
que el IFA mantuvo el grado de cristalinidad. No obstante, algunas diferencias en las
intensidades de los picos pueden sugerir cambios en el habito cristalino del sélido®>73

debido a la orientacién preferencial’47>.
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Figura 5. Patron de difraccion de CLR

En las mezclas fisicas de los componentes se pudo apreciar la superposiciéon de los
difractogramas de los compuestos puros. Mientras que en los sdlidos obtenidos por
liofilizacién se observaron algunas modificaciones en los picos correspondientes a los
aminodacidos que se detallan a continuacién.

En el caso de CLR:ARG LIO, los picos del aminoacido a 14,94; 19,38; 23,04y 27,33 °26,
que se observaron en la MF, han perdido intensidad en el sélido liofilizado (Figura 6) lo
que puede sugerir la amorfizacién de ARG. De la misma manera, en las combinaciones
con CIS, los picos a 18,15 y 24,5 °20 correspondientes al aminodcido persistieron en la
MF de los componentes, mientras que en el liofilizado no pudieron distinguirse.

Con respecto al sistema sdélido obtenido con GLl, las sefiales a 14,89 y 29,93 °20 que
pudieron identificarse en la MF, no fueron distinguidas en el sélido liofilizado lo que
pone en evidencia la pérdida de cristalinidad del aminoacido. Finalmente en CLR:LEU
LIO, el patron de difraccidn resultd ser equivalente a la sumatoria de los difractogramas
de los componentes puros al igual que la mezcla fisica, los picos del aminoacido se
distinguieron con facilidad por lo que es posible afirmar que LEU mantuvo el grado de

cristalinidad original.
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Figura 6. Difractogramas de CLR, AA y las combinaciones CLR:AA.

Con un asterisco aparecen marcados los picos de los AA en las MF que han experimentado mayores

cambios luego de ser liofilizados con el farmaco
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ANALISIS TERMICO

Analisis térmico es un término que hace referencia a un conjunto de técnicas
analiticas que miden propiedades fisicas o quimicas de una muestra en funcién de la
temperatura o el tiempo bajo condiciones programadas. Contribuye al entendimiento
del comportamiento fisico de una muestra y permite estudiar las interacciones
existentes entre los componentes de una formulacién®. Dentro de las principales

técnicas se pueden mencionar:

Calorimetria diferencial de barrido (DSC): Es la técnica de analisis térmico mas

utilizada debido a que puede brindar rédpida y facilmente mucha informacién sobre un
material. Consiste en mantener iguales las temperaturas de la muestra de interés y la
referencia cuando son sometidas a procesos de calentamiento o enfriamiento. El equipo
mide el flujo de calor involucrado durante transiciones fisicas y reacciones quimicas de

las muestras que van acompafiadas de absorciones o desprendimientos de energia3.

Andlisis termogravimétrico (TG): Esta técnica mide la variacidn en el peso de una

muestra en funcion de la temperatura o el tiempo y complementa la informacién
brindada por DSC®3. Es posible distinguir pérdidas de solventes asi como procesos de

descomposicion de una sustancia3.

Condiciones experimentales

En este caso las muestras se analizaron por DSC en un equipo TA DSC Discovery. Para
los experimentos se pesé una cantidad de muestra de aproximadamente 1 mg en un
porta muestra de aluminio y fue analizada con una rampa de 10°C min™ de 30-170°C
bajo una atmésfera de nitrégeno. Por otro lado, los andlisis termogravimétricos fueron
realizados con un TA TG Discovery series en un rango de 30 a 350°C con la misma rampa

de calentamiento utilizada en los estudios de DSC.

Andlisis de resultados

CLR puro presentd una endoterma de fusién a 150,9°C como se encuentra reportado
en bibliografia’® y la degradacion comenzé por encima de 190°C. Con respecto al
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comportamiento térmico de ARG, se observé la pérdida de agua de hidratacion a 99°C,
mientras que el punto de fusién no pudo ser detectado debido a que ocurre a
temperaturas mayores a las utilizadas en el ensayo (244°C)32.

Los aminoacidos CIS, GLI y LEU también funden a temperaturas altas (240°C”’,
262°C’8 y 293°C’°, respectivamente) por lo que no fue posible observar la endoterma
de fusidn de estos compuestos bajo las condiciones utilizadas.

En las combinaciones obtenidas por liofilizacién con CIS, GLI y LEU, el punto de fusién
del farmaco no se ha modificado (149,6°C, 150,1°C y 150,0°C respectivamente) con
respecto a CLR puro demostrando que no existen interacciones entre los componentes,
tal como se pudo observar mediante otras técnicas. En estos casos, no se evidencid
pérdida de agua y las muestras se degradaron luego de fundir.

Un panorama diferente se encontrd al realizar el analisis de CLR:ARG LIO, donde hasta
un 2% de peso de la muestra disminuyd antes de los 100°C en TG, lo que se corresponde
con una leve endoterma en el termograma de DSC (pico a 82,7°C). Este fendmeno se
atribuye a la pérdida de agua adsorbida en la superficie del sélido, que como interactua
fisicamente es removida con facilidad a temperaturas menores a 100°C.

Otro aspecto importante es que la muestra fundié a menor temperatura que el CLR
sin procesar (137,8°C), con un rango de fusién mas amplio, lo que implica que los
componentes de la combinacidon estan interactuando entre si; ademds comienza a
degradarse durante la fusidn lo que nos indica que el sistema es menos estable
comparado con el resto de las combinaciones obtenidas. Para mayor detalle, los
termogramas se encuentran en la Figura 7.

A partir de este analisis se pudo concluir que, a excepcién de la combinacidn con
ARG, el punto de fusién de CLR no se vio afectado en presencia de los aminodcidos
estudiados, por lo que puede postularse que no hay interaccién entre los componentes.
Resulta interesante ver si existe una correlacion entre lo observado y el desempeiio de
disolucidén y estabilidad de los sistemas sélidos, estudios que seran detallados conforme

avance el capitulo.
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Figura 7. Termogramas de DSC (izquierda) y TG (derecha) de CLR y las
combinaciones CLR:AA LIO
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ANGULO DE CONTACTO

Las caracteristicas de superficie de los sélidos contribuyen a un mejor entendimiento
de su comportamiento en procesos farmacéuticos. La interaccion en la interface sélido-
liguido puede afectar directamente la estabilidad y propiedades de disolucién de un
principio activo y depende en gran parte de la humectabilidad del s6lido®°.

La humectabilidad es una de las propiedades mas criticas que deben considerarse
durante la investigacién y desarrollo de productos farmacéuticos, debido a que cambios
menores en el grado de humectacién de un sélido pueden impactar de forma
significativa en los procesos farmacéuticos. La humectabilidad puede verse afectada por
cambios fisicoquimicos, procesamiento de la muestra y tamafo de particula. En general,
se determina en funciéon del angulo que se genera a partir de la interaccidn de un liquido
con una superficie sélida, denominado dngulo de contacto?®.

El dngulo de contacto constituye una de las medidas mas comunes utilizadas para
indicar el grado de humectabilidad de una superficie o material®2. El balance entre las
fuerzas adhesivas entre el liquido y el sdlido y las fuerzas cohesivas del liquido
determinara el valor del angulo formado en la interface (Figura 8)%. Las situaciones a
considerar son:

e Angulo de contacto menor a 90°: Las fuerzas adhesivas con la superficie sélida
superan a las cohesivas en el liquido. Como resultado el liquido moja la superficie.

e Angulo de contacto mayor a 90°: Las fuerzas cohesivas en el liquido superan a las
adhesivas con la superficie sélida. En este caso se trata de un material de pobre

humectabilidad.

6 >90° 6=90° 8<90°

SUPERFICIE HIDROFOBICA SUPERFICIE HIDROFiLICA

Figura 8. Representacion esquemdtica de la interaccion de una gota de
agua con diferentes sustratos.
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Dentro de los métodos mas comunes utilizados para medir el angulo de contacto se
pueden mencionar la técnica de la gota sésil, método del plato (Wilhelmy) y de

absorcidn de columna®.

Condiciones experimentales

El método de la gota sésil (Figura 9)® es uno de los mas utilizados para el andlisis del
angulo de contacto y consiste en la medicion del angulo tangente en el punto interfacial.
Se caracteriza por la simplicidad de operacidn, requerimiento de una pequefa area
superficial de sustrato y pocas cantidades de liquido.

Las determinaciones fueron llevadas a cabo en un goniometro de dngulo de contacto
casero® desarrollado en el Departamento de Fisicoquimica de la Facultad de Ciencias
Quimicas, UNC. En esta técnica, una gota de agua destilada es instilada sobre la muestra
fijada sobre una superficie lisa con cinta doble faz. Los experimentos fueron registrados
con una cdmara CMOS a 15 marcos por segundo. Cada video fue procesado con el
software SPANISH-DUB, las imagenes seleccionadas fueron guardadas en formato BMP
y posteriormente convertidas a 8 bit con el programa de procesamiento de imagen
Image J. Para las determinaciones fue utilizado un plugin LB-ADSA (del inglés Low Bond

Axisymmetric Drop Shape Analysis por Aurélien Stalder)2#’.

VIDEOCAMARA MUESTRA ILUMINACION

COMPUTADORA

Figura 9. Representacion grdfica del método de la gota sésil

Andlisis de resultados

En el caso de CLR el angulo resulté menor a 90° y la gota se esparcié de forma rapida
sobre la superficie del sélido poniendo en evidencia la buena humectabilidad del

farmaco. No fue posible medir con exactitud dicho dngulo debido a que el ajuste de
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angulos menores a 90° lleva asociado muchos errores mediante la técnica utilizada. En
bibliografia se ha informado que CLR presenta un dngulo de humectacion de 59°64,

Al analizar las combinaciones con ARG, GLI y CIS obtenidas mediante liofilizacién, el
comportamiento resulté similar a CLR puro, ya que los sélidos se humectaron
rapidamente y los dngulos de contacto fueron menores a 90° en todos los casos.

Por otro lado, en CLR:LEU LIO el angulo fue de 107,9 £ 0,9°, lo que significa que el
grado de humectabilidad se ha reducido en presencia de este aminodcido. Esto puede
deberse a que LEU presenta caracteristicas hidréfobas® lo que lleva a que la capacidad
de humectacién del sélido sea menor. En la Figura 10 se presentan las fotografias

tomadas durante la determinacion del angulo de contacto.

r

Figura 10. Fotografias tomadas durante la determinacion del angulo de contacto a) CLR,
b) CLR:ARG LIO, c) CLR:CIS LIO, d) CLR:GLI LIO y e) CLR:LEU LIO

A partir de lo analizado es posible establecer que el grado de humectacidn de CLR se
vio modificado a partir de la combinacién con LEU, mientras que en los sistemas binarios
restantes no se apreciaron diferencias con respecto al comportamiento del farmaco
puro. Para poder deducir si lo observado se traduce en modificaciones en el
comportamiento de disolucién de los polvos, se realizaron ensayos de velocidad de

disolucién cuyo desarrollo sera explicado en puntos posteriores.
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MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO (SEM)

La microscopia constituye una herramienta versatil que permite analizar forma y
tamafio de las particulas, propiedades de superficie, dpticas y cristalograficas®?.

A diferencia de los microscopios dpticos, la microscopia electrénica se basa en el uso
de electrones, que al tener una longitud de onda mas corta que los fotones, permite
observar la materia con resolucién atémica y obtener imdgenes con alta magnificacion
y resolucién®.

Como resultado de las interacciones entre un haz de electrones de alta energia y la
materia se producen emisiones de diferente tipo que pueden proporcionar informacién
sobre la topografia, composicidn y estructura cristalogréfica de la muestra®°.

Las imagenes obtenidas a partir del detector de electrones secundarios presentan un
alto contraste y muestran un gran detalle de la superficie como grietas, elevaciones, y
texturas®.

Por otro lado, los electrones retrodifundidos, producto de una dispersioén eldstica del
haz electrdnico, tienen mayor energia que los electrones secundarios. Las imagenes
generadas muestran variaciones en la composicion quimica donde, de acuerdo al
numero atomico promedio, se observan zonas con diferente brillo. Como estos
electrones son arrancados de zonas de mayor profundidad, no brindan mucho detalle
de la superficie®3.

Finalmente, los rayos X son emitidos cuando el haz de electrones interactia de
manera inelastica con la muestra. Debido a que la energia y longitud de onda del fotén
de rayos X dependen del tipo de dtomo, esta emisidn puede ser aplicada para el analisis

elemental de un material®3.

Condiciones experimentales

La morfologia y el tamafio de particulas fueron estudiados en el microscopio de
barrido electrénico (Carl Zeiss Zigma) del Laboratorio de Microscopia y Andlisis por
Rayos X (LAMARX) de la Universidad Nacional de Cérdoba. Las muestras se fijaron
mediante una cinta adhesiva de doble faz en un soporte metadlico y se recubrieron con
oro/paladio en un metalizador Quorum 150 para favorecer la conductividad. Las

muestras fueron irradiadas con 5 eV y las microfotografias que se presentan en la
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seccion de resultados fueron tomadas con el detector de electrones secundarios por lo

que se pueden apreciar con gran detalle las caracteristicas superficiales.

Andlisis de resultados

Se ha demostrado que el habito cristalino de un farmaco tiene inferencia sobre sus
propiedades mecanicas, estabilidad y desempefo de disoluciéon y por lo tanto puede
afectar la biodisponibilidad de dicho principio activo?*°l. La SEM constituye una
herramienta que ha permitido estudiar el tamafio y la morfologia de las particulas con
gran detalle.

Las microfotografias (Figura 11) han mostrado diferencias en el habito cristalino de
CLR en todas las combinaciones CLR:AA LIO con respecto a CLR puro, asi como un menor
tamafio de particula. Se han podido observar cristales alargados y ahuecados en el
interior.

Esta morfologia en particular se caracteriza por una mayor area superficial y no ha
sido demasiado estudiada en el drea farmacéutica. Sélo unos pocos IFA como acetato
de dexametasona, carbamazepina, deflazacort y diclofenac han sido reportados por
presentar este tipo de habito cristalino?’.

En este caso, las particulas presentaron una pared con grosor de 1,4 £ 0,4 um y un
diametro del poro de alrededor de 5 um en las combinaciones con ARG, CIS y GLlI,
mientras que los sélidos obtenidos en presencia de LEU exhibieron un poro de 25 um de
didametro aproximadamente.

Las particulas de CLR sin procesar presentaron una gran dispersion de tamafio, con
valores de 50 a 600 um, por lo que se observod una reduccién en el tamafio a partir de
las combinaciones con los aminodcidos obtenidas mediante liofilizacion. En los sistemas
con ARG vy CIS las particulas fueron similares, con un largo promedio de 100 um. En

presencia de GLI las particulas presentaron un largo de 200 um y con LEU 350 um.
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A il . o [ 4 g

Figura 11. Imdgenes de SEM de CLR (a, b); CLR:ARG LIO (c,d); CLR:CIS LIO (e, f); CLR:GLI LIO (g, h);
CLR:LEU LIO (i, j)

También se obtuvieron imdagenes a partir de la liofilizacién de CLR en ausencia de los
aminodcidos y como se puede observar en la Figura 12, las particulas del farmaco
presentaron un menor tamafio que el CLR sin procesar, sin embargo se caracterizaron
por no tener una morfologia uniforme. Se pudieron apreciar cristales alargados de
superficie lisa, algunas particulas de superficie irregular y rugosa, incluso pequenas

esferas y rosetas constituidas por cristales delgados de 10 um de largo. Debido a la
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heterogeneidad de la muestra, no se han continuado con los estudios de caracterizacién

de CLR LIO.

Figura 12. Imdgenes de SEM de CLR LIO

En los sistemas binarios, la obtencidn de particulas ahuecadas en el interior, puede
estar relacionada a que, bajo las condiciones de vacio en las que se realiza la liofilizacion
y ante la sublimacién del agua, se crea un medio de supersaturacion donde se pueden
dar las condiciones para la cristalizacidn del principio activo en un habito diferente?. La
presencia de un agente auxiliar para favorecer la nucleacién también puede ser un factor
determinante, en este caso es posible que el agregado de los aminoacidos haya
favorecido el proceso debido a que, la liofilizacion de CLR en ausencia de un segundo
componente, no conduce a la obtencidn de cristales con el habito cristalino observado.

Estos resultados han sido de gran interés dado a que la liofilizacidn suele conducir a
la obtencidn de sélidos amorfos®>°3, Otro aspecto llamativo es el habito cristalino de las
particulas obtenidas debido a la estructura ahuecada en el interior, morfologia que se
suele obtener a partir de evaporacion de solventes organicos?.

Ante este nuevo panorama, es de esperarse que los sistemas binarios presenten un
mejorado desempefio de disolucidn, debido al menor tamafo de particula y al aumento

de la superficie expuesta del sélido.
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO SOLIDO (RMNs)

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica que mide la energia asociada
con la reorientacién de determinados nucleos en presencia de un campo magnético. En
particular, RMN de alta resolucion de estado sélido (RMNs) es una metodologia analitica
no destructiva que complementa la cristalografia de rayos X y brinda informacion
estructural relevante en la caracterizacion del estado sdlido. La alta resolucién se logra
mediante la rotacidn al adngulo magico y desacoplamiento de protones de alta
potencia®*.

La cantidad de sefiales del espectro, sus posiciones e intensidades proporcionan
informacién sobre la estructura de un compuesto quimico o una mezcla de ellos. A su
vez, el desdoblamiento de las sefiales es capaz de determinar el nUmero de moléculas
independientes por celda unidad en un cristal.

La RMNs ha cobrado mucha importancia dentro de las técnicas analiticas en el Ultimo
tiempo debido a que aproximadamente un 80-90% de los productos farmacéuticos en
el mercado existen en forma sélida®®, por lo que es importante que las técnicas de

analisis utilizadas se adapten a esta condicién.

Condiciones experimentales:

Los espectros de 3C de RMNs de alta resolucién fueron tomados con rotacion al
angulo magico combinada con polarizacidn cruzada con desacople de protones durante
las adquisiciones. Estos experimentos fueron realizados a temperatura ambiente en un
espectrometro Bruker Avance I, operando a una frecuencia de Larmor de protones de
300,13 MHz equipado con un cabezal de MAS de 4 mm. La frecuencia de operacién para
carbono fue de 75,46 MHz. Glicina fue utilizada como referencia externa y para la
calibracion. Los espectros fueron tomados con 1600 scans con 2 ms de contacto con un
tiempo de relajacion de 5 s. La velocidad de rotacidn para todas las muestras fue de 10
kHz. Estos ensayos fueron realizados en colaboracién con el Dr. Gustavo A. Monti del
Instituto de Fisica Enrique Gaviola (IFEG, CONICET) y de la Facultad de Matematica,

Astronomia y Fisica, UNC, Cérdoba.
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Andlisis de resultados:

Enla Figura 13 se muestran los espectros de los compuestos puros CLR, ARG, CIS, GLI
y LEU y las estructuras moleculares con la numeracidn de carbonos correspondientes a
cada uno. Es importante destacar que los espectros 13C han revelado un alto grado de

cristalinidad en todas las combinaciones.
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Figura 13. Espectros de RMNs de los compuestos puros CLR, ARG, CIS, GLI, LEU con la
asignacion de sefiales correspondiente

En la Figura 14 se muestra la comparacion entre las MF y LIO de las distintas
combinaciones CLR:AA. En los espectros de las MF, las sefales de los aminodacidos fueron
diferenciadas de las correspondientes a CLR con un asterisco.

En todos los casos de CLR:AA MF, los espectros resultaron ser la superposicién de los

espectros de los componentes individuales, sin evidenciar la produccién de
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interacciones durante el mezclado. Por otro lado, cuando se compararon los espectros
de cada una de las MF con las combinaciones obtenidas por liofilizacién, es posible
obtener informacion sobre las modificaciones estructurales en el farmaco y los
aminodcidos.

El espectro 13C de CLR:ARG LIO ha diferido en gran medida del espectro de CLR:ARG
MF, debido a que las sefiales del aminoacido se ven ensanchadas y se observaron
algunas modificaciones en el desplazamiento quimico. Por otro lado, las sefales de CLR
no evidenciaron cambios en los espectros de las MF y LIO.

El mismo comportamiento fue observado en el caso de CLR:CIS LIO donde el ancho
de las sefiales del aminoacido se vio incrementada. Una observacién interesante fue el
desdoblamiento de algunas sefiales de este aminoacido luego del proceso de
liofilizacién, como por ejemplo la linea correspondiente al C3*, mientras que la
estructura de CLR no se vio modificada debido a que no se obsevaron cambios en los
corrimientos quimicos ni en el ancho de las sefiales.

El espectro 3C de CLR:GLI MF fue similar al de CLR:GLI LIO y sélo las sefiales del
aminodacido experimentaron modificaciones, demostrando una disminucién en el grado
de cristalinidad de GLI sin afectar la forma sélida del farmaco.

Finalmente, los espectros de '3C de CLR:LEU LIO y MF resultaron similares y los
corrimientos quimicos no mostraron modificaciones importantes. LEU logra mantener
el grado de cristalinidad original a diferencia del resto de los aminoacidos, donde las
sefiales pierden intensidad luego del proceso de obtencidn y aparecen ensanchadas. En
ninguno de los casos pudieron notarse alteraciones en las sefales caracteristicas del
farmaco. Para un mayor detalle se pueden observar los corrimientos quimicos de las
muestras analizadas en el material complementario (Anexo 2).

Se puede concluir que, mientras CLR mantuvo su estado cristalino, los aminoacidos,
a excepcion de LEU, se amorfizaron durante el proceso de liofilizacién, como ha podido

apreciarse también mediante DRXP.
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Figura 14. Espectros de RMNs de las combinaciones CLR:AA MF y CLR:AA LIO
(Las sefiales correspondientes a los aminodcidos son sefialadas con un asterisco)
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ESTUDIOS DE DISOLUCION

El ensayo de disolucién es una herramienta comparativa para evaluar el desempeno
in vitro de una forma farmacéutica sdélida. La disolucién de un producto sélido puede
verse afectada por la composicion y las propiedades de los polvos, incluyendo tamafo
de particula, estructura polimdrfica del IFA contenido en la formulacidn, excipientes y
factores propios del método y medio de disolucién. Por lo tanto, este ensayo es utilizado
comunmente en el disefio y seleccidon de formulaciones, para el control de calidad y para
evaluar la consistencia lote a lote durante la manufactura de productos farmacéuticos®®.

Dos de los métodos mas utilizados, que se encuentran en muchos de los compendios
oficiales, son el aparato | o de canastilla y el Il o de paleta (Figura 15). El primero es
utilizado para capsulas y comprimidos flotantes, por lo cual en este trabajo de tesis se
ha utilizado el aparato 11°7, empleado para polvos y comprimidos.

En el método de paleta, la muestra se coloca en el vaso con el medio de disoluciény
la paleta gira a la velocidad establecida. Se toman muestras a intervalos determinados,
se filtran de forma inmediata para eliminar particulas no disueltas y se analiza el

contenido de farmaco en la alicuota por el método mds adecuado.

1) ? )] $

1 1
O/ -

Figura 15. llustracion esquemdtica del aparato | (canastilla) y Il (paleta)

Estos ensayos fueron realizados con las muestras en polvo, sin comprimir, para evitar
modificaciones en la forma polimérfica o habito cristalino que pueden tener lugar
durante la compactaciéon®,

Para comparar los perfiles de disolucién se utilizaron los factores de diferencia (f1) y
de similitud (f2)?°. El factor fi (ecuacidon 1) calcula la diferencia porcentual entre dos
curvas en cada punto temporal y es una medida del error relativo entre dos perfiles de

disolucidn. Se calcula mediante la siguiente ecuacion matematica:
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fi = {[Xf1lRe — Tell/[XF=1R¢]} 100  Ecuacion 1

donde n es el nimero de puntos temporales, R: es el valor de disolucidn del compuesto
de referencia (fdrmaco puro, CLR en este caso) en el tiempo t y T: es el valor de disoluciéon
del farmaco a partir del sistema en estudio (CLR:AA LIO) en el mismo tiempo. Valores de
f1de hasta 15 (0-15) aseguran la igualdad o equivalencia entre las dos curvas.

El valor de similitud o f; (ecuacién 2), por otro lado, es una transformacién de la raiz
cuadrada reciproca logaritmica de la suma del error cuadrado y es una medida de la
similitud en la disolucién porcentual entre las dos curvas. Los valores de f> mayores a 50

(50-100) aseguran la igualdad o equivalencia entre las dos curvas comparadas.

f» =501log {[1 + %25_1(& - Tt)z]—o,s} 100  Ecuacién 2

Condiciones experimentales:

Los estudios de velocidad de disolucién de CLR puro y las combinaciones fueron
llevados a cabo en un disolutor Hanson SRIl 6 Flask Dissolution Test Station, Hanson
Research Corporation (Chatsworth, USA), con el método de paletas de acuerdo a USP
(Farmacopea de Estados Unidos, del inglés United States Pharmacopeia)'®. Una
cantidad de 100 mg de CLR y su equivalente de CLR:AA LIO fue anadido a 900 ml de
medio de disolucion (medio gastrico simulado pH 1,2) mantenido a 37,0 £ 0,5°C agitado
a 50 RPM. Se tomaron alicuotas de 2 ml a intervalos regulares de tiempo y se agregé un
volumen de medio igual al extraido a la misma temperatura. Este proceso es
considerado en el calculo debido a que la muestra en el vaso se diluye conforme avanza
el ensayo y es necesario corregir la concentracién a partir del volumen extraido en cada
toma. El porcentaje acumulado de CLR fue determinado espectrofotométricamente a
278 nm, para lo cual se construyé la curva de calibracién correspondiente:

y = 10282,78 M~x + 0,0015 r? = 0,999

Andlisis de resultados:

Los perfiles de disolucion de CLR y de las combinaciones CLR:AA LIO pueden

observarse en la Figura 15. Transcurridos los primeros 10 min del ensayo, la cantidad de
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farmaco que se logro disolver a partir de CLR:ARG LIO fue de 98 + 3 %, en CLR:CIS LIO 66
5%, 73 £ 7 % para el caso de CLR:GLI LIO y por ultimo 97 £ 1 % en la combinacién

CLR:LEU LIO, mientras que el IFA logré disolverse un 55 + 1 % en el mismo tiempo de

ensayo.
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Figura 15. Perfiles de disolucion obtenidos para =CLR, «CLR:ARG LIO, ACLR:CIS LIO,
oCLR:GLI LIO y ACLR:LEU LIO

Los factores fi y f> fueron calculados para comparar las similitudes de los perfiles
obtenidos a partir de las combinaciones binarias con respecto al desempeno del
principio activo puro. En todos los casos los valores de f; resultaron mayores a 15y f>
menores a 50 lo que indica que los perfiles de CLR:AA LIO resultaron diferentes al
exhibido por el principio activo puro. En la Tabla 2 pueden observarse los valores de f1y
f2 para todas las combinaciones.

Los valores mas altos de f; y mas bajos de f> se obtuvieron para los sistemas CLR:ARG

LIO y CLR:LEU LIO, lo que coincide con lo observado en la Figura 15.

Tabla 2. Valores de f1 y f> obtenidos para las combinaciones CLR:AA LIO con respecto a CLR

fi |fs
CLR:ARG LIO/ CLR 42 |27
CLR:CIS LIO/ CLR 20 |43
CLR:GLI LIO/ CLR 24 139
CLR:LEU LIO/ CLR 42 |27
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Las combinaciones CLR:AA LIO permitieron mejorar la velocidad de disolucién de CLR,
comparado con el principio activo sin procesar. Esta mejora en el desempefio puede
deberse al cambio en la morfologia de los cristales, como pudo observarse mediante
SEM, debido a que la estructura tubular ahuecada en el interior incrementa la superficie
expuesta del sélido.

El tamano de particula puede explicar el aumento en la velocidad de disolucidn, sin
embargo, no significa que el sistema sélido con menor tamafio de particula, presente el
mejor comportamiento, por ejemplo, CLR:CIS LIO se caracterizé por particulas mas
pequeiias que CLR:LEU LIO y sin embargo, éste ultimo sistema se disuelve mas rapido
que el primero en el medio utilizado.

Por otro lado, el grado de humectacion del sélido no es un factor determinante en el
efecto observado, debido a que no se pudo establecer una correlacidn entre el dngulo
de contacto y la velocidad de disolucién. Esto puede explicarse debido a que el sistema
CLR:LEU LIO presenté caracteristicas hidréfobas y, junto con CLR:ARG LIO, fueron las
combinaciones con mejor comportamiento.

En puntos posteriores del capitulo, se desarrollaran estudios que tienen por objetivo
demostrar que, ante esta nueva perspectiva, otros atributos del farmaco, como la

actividad microbioldgica y la estabilidad, no resulten afectados.
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ENSAYO DE ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana pueden ser utilizadas en el
descubrimiento y desarrollo de farmacos, evaluacion de tratamientos farmacolégicos y
estudios epidemioldgicost?. Existen varios métodos para evaluar la actividad
antimicrobiana in vitro pero uno de los mas utilizados y simples es el método de difusion
desde discos en agar, también llamado difusién en placal®.

En este ensayo, discos de papel de filtro de aproximadamente 6 mm de didmetro
embebidos en el compuesto a ensayar se colocan en la superficie de la placa con el
medio de cultivo inoculado con el microorganismo de interés. Luego se dejan incubar
las placas de Petri bajo las condiciones establecidas.

El antimicrobiano difunde desde el disco a través del medio de cultivo en forma radial
produciendo una zona de inhibicién (Figura 16) donde no hay crecimiento bacteriano,
dicha regidn puede medirse e indica el grado de sensibilidad del microrganismo frente
a un determinado compuesto!®,

Este analisis provee informacion cualitativa y es utilizado con frecuencia en la clinica
para la seleccién del tratamiento antibidtico mas adecuado®®. Sin embargo, en esta
ocasion se recurre a dicho ensayo para comparar las zonas de inhibicion producidas por
CLR puro y por las combinaciones solidas para poder establecer si la actividad
antimicrobiana se ve afectada ante el agregado de los aminodcidos.

ANTES DEL CRECIMIENTO DESPUES DEL CRECIMIENTO

. o Zona de inhibicién Crecimiento
Discos de antibidticos (No crecimiento bacteriano
bacteriano)

Figura 16. llustracion del método de difusion en placa

Condiciones experimentales
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Este ensayo fue realizado en colaboracion con la Dra. Virginia Aiassa de la Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Tecnologia Farmacéutica (UNITEFA). Las pruebas de
sensibilidad antimicrobiana fueron realizadas segln el ensayo desarrollado por Zuorro
et al.’% con algunas modificaciones. Cepas de Escherichia coli ATCC® (American Type
Culture Collection) 25922 y Staphylococcus aureus ATCC® 25923 fueron sembradas en
la superficie de placas con agar Mueller Hinton con un hisopo estéril empapado en la
suspension bacteriana diluida a 10° unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/ml). Un disco de 6 mm de membrana estéril Whatman N° 1 inoculado con 10 pl de
una solucién que contiene CLR puro (30 pg) o las combinaciones CLR:AA LIO fue
colocado sobre la placa. Las soluciones de los aminoacidos ARG, CIS, GLI y LEU puros
fueron utilizadas como control. Se dejé incubando 24 h a 37°C, las placas se examinaron
y se midieron los didmetros de los halos de inhibicidn. Los ensayos fueron realizados por

triplicado.

Andlisis de resultados

Se corroboré que los aminodcidos puros no exhiben actividad antimicrobiana contra
S. aureus y E. coli. El ensayo mostrd que no existen diferencias significativas entre la zona
de inhibicién producida por CLR puro y las combinaciones CLR:AA LIO en las especies
bajo estudio (Tabla 3). De esta manera, se ha demostrado que la presencia de los AA en
estas combinaciones, en las que el principio activo conserva el grado de cristalinidad, no
interfiere con la actividad microbioldgica del farmaco. Estos resultados son importantes
debido a que se espera que los aminoacidos produzcan efectos positivos en parametros
como velocidad de disolucidn y estrés oxidativo, sin afectar la actividad antimicrobiana

de CLR.
Tabla 3. Actividad antimicrobiana de CLR puro y de las combinaciones CLR:AA LIO

Muestra Halo de inhibicién (mm) Promedio + DE
S. aureus 25923 E. coli 25922
CLR 27,5+0,5 301
CLR:ARG LIO 28,5+0,5 29,5+0,5
CLR:CIS LIO 27+1 31,5+0,5
CLR:GLI LIO 27,5+0,5 28,5+0,5
CLR:LEU LIO 27,5+0,5 28,5+0,5
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ANALISIS DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO)

Los radicales libres se generan de manera natural como subproductos del
metabolismo y tienen una importante funcidn en la seializacién molecular para regular
procesos bioldgicos. Son moléculas de bajo peso molecular con uno o mas electrones
desapareados?®, lo que les confiere una elevada capacidad de reaccidn con estructuras
celulares.

El estado rédox de la célula es critico para su viabilidad, activacidn, proliferacion y
funcionalidad. Bajo determinadas condiciones, los niveles de estas especies reactivas
pueden decaer o aumentar fuera de los limites normales y conducir a dafios en las
funciones fisiolégicas del organismo (Figura 17)%7,

Las defensas antioxidantes incluyen sistemas no enzimaticos (vitaminas, glutation) y
enzimas como catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa (GPx),
que contrarrestan y regulan los niveles de ERO para mantener la homeostasis07:108,

El incremento en los niveles de los radicales libres por encima de los valores
considerados normales se conoce como estrés oxidativo, debido a la elevada reactividad
de estas especies frente a blancos biolégicos se producen efectos toxicos sobre ADN,
lipidos y proteinas.

El estrés oxidativo contribuye al envejecimientol®” y a la produccion de
enfermedades como cancer, desérdenes neuroldgicos, aterosclerosis y diabetes!®, Se
ha demostrado que en células cancerigenas hay un mayor nivel de ERO en comparacién
con una célula normal, lo que induce la proliferacion y diferenciacién celulari®,

Los antecedentes sobre CLR y los efectos tdxicos que produce, sefialan que su
propension a causar dafo en los érganos hematopoyéticos puede estar relacionada con
el potencial de nitro-reduccién y produccién posterior de éxido nitrico. Esta observacion
sugiere que el grupo nitro puede ser la causa de hematotoxicidad en personas
susceptibles a este antibidtico!®. Por otro lado, los resultados obtenidos por Eraso y
Albesa''! demostraron que las células sanguineas sufren estrés oxidativo en presencia
de CLR, ya que produce un incremento significativo en ERO, que puede ser detectado
por quimioluminiscencia con luminol. Este efecto se ve reducido con el extracto de
frutos de Eriobotrya japdnica, que se caracteriza por el contenido de carotenoides y

vitaminas. La disminucién de los radicales libres puede deberse al efecto antioxidante
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del extracto debido a los componentes que presenta. Es asi como los antioxidantes
pueden ser empleados para prevenir la generacién de ERO y minimizar el dafio celular
inducido por el estrés oxidativo. En esta investigacion se ha estudiado el efecto de ARG,
CIS, GLI y LEU sobre la producciéon de ERO en leucocitos promovida por el principio
activo. Resulta interesante debido a que hay pocos reportes sobre el efecto de CLR al

combinarse con antioxidantes.
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i z _ L Luz UV, radiacion
Mitocondria Sistemas enzimaticos o
Peroxisomas CAT, 30D, GPx _|0_n|-:anftt:_-_,
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NADPH oxidasa enzimaticos o quina
Citocromo PA50 Glutation, Vitaminas n am_atorlas,
toxinas
0y ‘RO
m
e ONOO *NO, m
n . a
H,0, 15
0 “OH s
s "NO
Funcidn - e Funcidn
fisiologica dafiada fisiologica danada

l ' N

Metabolismoy

crecimiento Vias de

Disminuciéndela normales Dafocelular sefializacion

respuesta especificas
proliferativa

Defensas del huésped M

defectucsas

Envejecimiento | Enfermedad Muerte
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Finkel, T. & Holbrook, N. J. Oxidants, oxidative stress and the biology of ageing.
Nature 408, 239-247 (2000).

Figura 17. ERO, fuentes de produccion y respuestas celulares.

Condiciones experimentales

Para el andlisis de ERO, se tomaron muestras de sangre periférica humana a las 10 de
la manana del dia del ensayo y fueron colocadas en jeringas de 20 ml con heparina. Los
leucocitos fueron aislados mediante un proceso de sedimentacién al combinarse con

dextrano (Sigma, peso molecular 78000)/ Ficoll-Hypaque (Histopaque-1077, Sigma)>3.
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La formacion de ERO ha sido determinada por la formacion del compuesto
fluorescente rodamina-123 a partir de dihidrorodamina-123 (DHR-123). Este compuesto
permea a través de la membrana celular y en el interior de la célula es oxidado por ERO
para formar el derivado fluorescente.

Un volumen de 60 ul de la suspensién de leucocitos fue incubado con 60 pl de una
solucién de CLR (100 pg/ml), su combinacién binaria o buffer de Hanks (control); 60 ul
de buffer de Hanks y 20 ul de DHR-123. La produccién de ERO fue medida mediante la
intensidad de fluorescencia generada (excitacion, 480-20 nm; emision, 580-20 nm; gain,
50) en un lector Bio Tek.

Estos ensayos fueron realizados en colaboracién con la Dra. Virginia Aiassa de la

unidad ejecutora UNITEFA (CONICET) y Facultad de Ciencias Quimicas, UNC, Cérdoba.

Andlisis de resultados

Al analizar las combinaciones CLR:AA LIO se pudo observar que los niveles generados
de ERO fueron significativamente menores que en las muestras tratadas con CLR puro
(Figura 18), lo que sugiere que los aminodcidos han actuado como inhibidores o
reductores de la generacion de ERO.

Estos resultados han demostrado que las combinaciones de CLR con los aminodcidos
estudiados presentan potencialidad para reducir los efectos tdxicos del principio activo
sin afectar la actividad antimicrobiana, debido probablemente a las propiedades

antioxidantes que presentan.

100 -

Intensidad de fluorescencia
g

Tratamiento
mBzal ~CLR o+ CLRAARGLID  CLRCISLI0 m CLR:GLILID m CLR:LEULIO

Figura 18. Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno en leucocitos humanos por ensayo
de fluorescencia. *P < 0,05 comparado a la muestra tratada con CLR.
*Hay diferencias significativas entre cada combinacién y CLR puro (p < 0,05)
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ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Estabilidad es el grado en el que un compuesto o medicamento retiene, dentro de
los limites especificados y durante todo su periodo de almacenamiento y utilizacidn, las
caracteristicas originales®?. El objetivo que persiguen los ensayos de estabilidad es
proveer evidencia de cémo la calidad de una materia prima o producto terminado varia
con el tiempo bajo determinadas condiciones!?,

La inestabilidad que puede tener lugar durante la sintesis del farmaco, su formulacién
y almacenamiento, puede conducir a la degradacion y pérdida de potencia del principio
activo, asi como a la formacién de nuevos compuestos con posibles efectos tdxicos*?.

Eficacia y seguridad son los atributos de calidad mas importantes de un medicamento
gue se ven condicionados por la estabilidad fisica y quimica del principio activo
contenido en la formulacién!!3. También durante la combinacién de farmacos con
nuevos excipientes debe corroborarse que la mejora en el desempefio no esté
acompafada de un detrimento en la calidad.

En los estudios de estabilidad, las muestras son colocadas en un envase adecuado y
almacenadas bajo condiciones normales y aceleradas. A intervalos determinados, se
estudia la potencia del producto mediante un método apropiado y se observa que no
haya cambios fisicos y quimicos en el lapso de tiempo estudiado.

La estabilidad quimica hace referencia a la capacidad de un IFA de conservar su
identidad quimica y potencia indicada dentro de los limites de las especificaciones,
mientras que la estabilidad fisica refiere al mantenimiento de las propiedades fisicas
originales. En este caso, la estabilidad quimica fue evaluada de manera indirecta, a
través de métodos de sensibilidad antimicrobiana, para determinar que la actividad del
antibidtico no se ve modificada. La estabilidad fisica fue evaluada mediante RMNs y
SEM, debido a lo relevante que resultaron estas técnicas para describir la morfologia y

el estado solido de las muestras.

Condiciones experimentales

Las combinaciones CLR:AA LIO fueron almacenadas en recipientes de vidrio color

ambar, mantenidos bajo condiciones aceleradas de almacenamiento (40°Cy 75% HR) y
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analizadas luego de un mes (t1). La estabilidad fisica fue determinada mediante RMNs y
SEM para investigar posibles transformaciones sélidas. Por otro lado, también fue
estudiada la actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en placa

descripto con anterioridad, frente a las especies E. coliy S. aureus.

Andlisis de resultados:

RMNs: Como puede notarse en la Figura 19, en CLR:GLI LIO y CLR:LEU LIO no se
observaron variaciones importantes luego de un mes de almacenamiento bajo las
condiciones analizadas debido a que los espectros no presentan grandes modificaciones

en los corrimientos de las sefiales y en el ancho de los picos.

CLR:ARG LIO CLR:CIS LIO

r T T T T T T T T T 1 " T T . T T T T T T |
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
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CLR:GLI LIO CLR:LEU LIO
8,10 4%, 5%
% t,
1*
, 810 1,832 3+ ‘
2 |8 f‘ 7,11 ﬁ " |
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ZIIJD IQID 1;0 1-‘40 1;0 IIIJD S‘D S‘D 4‘0 Z‘D l; ZIIJD 1le léD 1-‘40 1éD 160 BID S‘D 4‘0 2‘0 6
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Figura 19. Espectros RMNs *3C de las combinaciones CLR:AA LIO a to y t1.
Las sefiales del AA se distinguen con un asterisco.

En los espectros de CLR:CIS LIO no se perciben cambios importantes, excepto en la
sefial correspondiente al C1 del aminodcido. De la misma manera, para CLR:ARG LIO se
evidencio una disminucion en el ancho de las sefiales de ARG correspondientes a los

carbonos C1, C3, C4y C5, lo que demostré que el aminoacido cristaliza luego de un mes
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de almacenamiento bajo las condiciones especificadas. Debe destacarse que las
modificaciones en el grado de cristalinidad de los aminodcidos no afectaron las
propiedades de las combinaciones sélidas. En ninguno de los espectros de los sistemas
CLR:AA LIO estudiados hubo cambios en los corrimientos quimicos de las sefiales del

farmaco.

SEM: Las microfotografias presentadas en la Figura 20 revelan que la morfologia de
las particulas no ha cambiado luego del ensayo de estabilidad debido a que es posible
observar las estructuras tubulares ahuecadas en los cristales obtenidos. El tamafio y el

habito cristalino se han mantenido, verificando que el farmaco es estable fisicamente.

Figura 20. Microfotografias de CLR (a,b),CLR:ARG LIO (c), CLR:CIS LIO (d), CLR:GLI LIO (e) y
CLR:LEU LIO (f) luego de 1 mes de ser mantenidos bajo condiciones aceleradas.

Actividad antimicrobiana: La actividad antimicrobiana de CLR (Tabla 4) no mostré
diferencias estadisticamente significativas cuando las combinaciones fueron analizadas
a To, asi como luego de haber sido mantenidas bajo las condiciones de almacenamiento
especificadas. Estos resultados han permitido demostrar que no solo CLR ha conservado

la estabilidad fisica sino ademas la actividad antibacteriana.
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Tabla 4. Actividad antimicrobiana de CLR puro y de las combinaciones CLR:AALIO a toy t;

Halo de inhibicién {mm) Promedio + DE

Muestra S. aureus 25923 E. coli 25822
t, t, t, t,
CLR 27,5+0,5 28t1 301 311
CLR:ARG LIO 285+0,5 2811 29,5+0,5 30,5+0,5
CLR:CIS LIO 27t1 28+1 31,5+0,5 321
CLR:GLI' LIO 27,5+0,5 29+1 28,5+0,5 30+1
CLR:LEU LIO 27,5+0,5 281 285+0,5 301

A partir de los resultados obtenidos y dado a que en la combinacién CLR:LEU LIO se
mantuvo el grado de cristalinidad del aminoacido, éste fue el sistema binario
seleccionado para continuar con los estudios de estabilidad.

Se evalud la estabilidad de esta combinacion al cabo de un afio en condiciones
normales de temperatura y humedad ambiente. La muestra se mantuvo en un frasco
cerrado y protegida de la luz, y al finalizar el estudio de estabilidad fue analizada
mediante SEM, RMNs y evaluacién de la actividad antimicrobiana.

En el andlisis mediante SEM se pudo observar que los cristales conservan la
morfologia y tamafio originales. Es posible distinguir las particulas de forma alargada y

ahuecados en el interior como se aprecia en la Figura 21.

300 ym

Figura 21. Microfotografias de CLR:LEU LIO luego de 12 meses de ser conservado en
condiciones normales

Los espectros de RMNs obtenidos antes de iniciado el ensayo de estabilidad, al cabo

de un mes y al afo de ser mantenidos bajo las condiciones especificadas, se pueden
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observar en la Figura 22. No hubo diferencias con respecto al corrimiento quimico ni
ensanchamiento de las sefales de CLR y LEU. De esta manera se ha demostrado que la
muestra mantiene su estabilidad fisica en el tiempo, ambos componentes conservan el
grado de cristalinidad y continda sin haber evidencias de que dichos compuestos

interactlen entre si.
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Figura 22. Espectros RMNs 3C de CLR:LEU LIO a t,, t; (un mes en condiciones aceleradas) y ti,
(12 meses en condiciones normales)

Con respecto a la actividad antimicrobiana del farmaco, no mostré diferencias con
respecto a lo observado en los anteriores tiempos de analisis (to y t1), como puede verse
en las Tablas 4y 5.

Lo detallado previamente permite afirmar que CLR:LEU LIO ha presentado un mejor
comportamiento de disolucién que CLR puro, asi como también ha logrado mantener la

estabilidad fisica y la actividad microbioldgica durante el ensayo.

Tabla 5. Actividad antimicrobiana de CLR puroy de CLR:LEU LIO a t;;

Muestra Halo de inhibicidn (mm) Promedio = DE
S. aureus 25923 E. coli 25922
CLR 28,7+0,6 30,3+0,6
CLR:LEU LIO 29+1 30,3+0,6
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CONCLUSIONES

El método de liofilizacidn, utilizado en la obtencion de las nuevas formas sélidas de
CLR, es eficiente, amigable con el ambiente y de facil escalado, esto ultimo se desprende
de la gran aplicacion que presenta actualmente en la industria farmacéutica y
alimentaria. Las combinaciones del IFA con los aminoacidos ARG, CIS, GLI y LEU han
permitido disminuir la produccion de ERO, uno de los motivos de toxicidad de este
antibidtico que ha llevado a restringir su uso, a su vez, la actividad microbiolégica de
CLR se conserva en todas las combinaciones obtenidas frente a las especies estudiadas.

Otro aspecto relevante es que CLR contintda siendo cristalino luego de ser sometido
a la liofilizacién, cuando este proceso de secado suele conducir a la obtencién de
compuestos amorfos, comprometiendo la estabilidad y propiedades fisicoquimicas
originales. También debe destacarse que, a excepcion de la combinacion con ARG, el
resto de los aminodcidos no demostraron interaccién con el farmaco.

A partir de las nuevas formas sdlidas se ha logrado mejorar el desempefio de
disolucion del IFA. Dicha mejora ha sido asociada al cambio en el habito cristalino debido
a que los cristales de CLR obtenidos por liofilizado presentaron una forma alargada,
ahuecados en su interior y de menor tamafio, lo que contribuye al aumento de la
superficie expuesta del sélido y permite que la disolucién del principio activo sea mas
rapida. El grado de humectaciéon de las muestras no resulté determinante en la mejora
del perfil de disolucion como pudo determinarse mediante la medicién del dngulo de
contacto.

La estabilidad fisica y la potencia microbioldgica de CLR se vieron conservadas luego
de que los sistemas sélidos se almacenaron durante un mes en condiciones aceleradas
de temperatura y humedad. Sdélo los aminoacidos ARG y CIS, que se amorfizaron luego
del proceso de obtencidn, cristalizan con el tiempo, lo que puede comprometer la
estabilidad y las propiedades originales de los sistemas sélidos.

La combinacion CLR:LEU LIO resultd ser la mds prometedora debido a que, junto con
CLR:ARG LIO, presentaron los mejores perfiles de disolucién comparados con el del
principio activo. A diferencia de ARG, LEU conserva la cristalinidad original y su

estructura sélida no se ve modificada en el tiempo. Desde el punto de vista

67



CAPITULO Il - Cloranfenicol

farmacéutico, esta combinacién resulta la de eleccidn para futuros estudios dirigidos a

mejorar el desempefio del farmaco.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un desorden metabdlico caracterizado por hiperglucemia y un
desbalance de carbohidratos, proteinas y lipidos'!4. Segun la Federacién Internacional
de Diabetes (IDF) 1 de cada 11 adultos presentd esta patologia en el 2015. La diabetes
tipo Il es la forma mas frecuente de la enfermedad, es asi que el 87 al 91% de los
pacientes presentan esta variable!!®. La terapia farmacoldgica estda basada en IFA
hipoglucemiantes administrados por via oral. La farmacoterapia juega un rol
fundamental en el control de los niveles de glucosa en sangre y por ende en la
prevencion de complicaciones vasculares®?®,

Glibenclamida (GLB, pKa:5,3 , logP:3,79), una sulfonilurea de segunda generacion
(Figura 23), es uno de los agentes hipoglucemiantes orales mds prescriptos'’. Actta
bloqueando los canales de potasio dependientes de ATP presentes en las células B-
pancreaticas, lo que produce la despolarizacién de la membrana con la subsecuente
entrada de Ca?* y liberacion de insulina''®. Ademds, promueve el aumento de la
sensibilidad a insulina en los tejidos periféricos que junto a la disminucién de su

aclaramiento hepético conduce a un aumento en los niveles de la hormona®?®,
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Figura 23. Estructura quimica de GLB

De acuerdo al sistema de clasificacion biofarmacéutico, GLB pertenece a los IFA clase
Il, que se caracterizan por una buena permeabilidad intestinal y baja solubilidad
acuosa®®. La solubilidad condiciona la velocidad de disolucion de GLB en el tracto
gastrointestinal y por lo tanto, es responsable de su baja y variable biodisponibilidad, asi
como también de problemas de bioequivalencia entre diferentes marcas*’.

Diversas estrategias se han desarrollado en los Ultimos anos con el objetivo de
mejorar las propiedades de disolucion de este IFA, como por ejemplo la amorfizaciéon
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del farmaco3®, formacién de complejos con ciclodextrinas'?9, dispersiones sélidas?! y
vehiculizacion en nanoparticulas lipidicas!'/, no obstante, el problema de

biodisponibilidad oral de GLB continua vigente en la actualidad.
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OBTENCION DE LAS COMBINACIONES GLB:AA

CONSIDERACIONES Y DESARROLLO EXPERIMENTAL

La mecanoquimica se define como la disciplina que promueve reacciones quimicas a
partir de la mezcla de reactivos en cualquier estado de agregacién (liquidos y sélidos)
inducidos por energia mecénical??; se presenta como una alternativa de alto
rendimiento que minimiza la utilizacién de solventes organicos. Los métodos
mecanoquimicos incluyen desde el uso de un mortero con piléon hasta el empleo de
molinos planetarios. En particular, la molienda asistida por solvente (MAS) surge como
una opcion diferente a los métodos tradicionales de cocristalizacién que utilizan
solventes orgdnicos'?® y ha demostrado ser eficiente en la obtencién de sistemas
multicomponentes. Es importante tener en cuenta el tiempo y la frecuencia de la
molienda debido a que modificaciones en estas variables pueden conducir a diferentes
productost?4,

Para la obtencién de las combinaciones, ARG fue uno de los aminoacidos
seleccionados debido a que se ha demostrado que mejora la sensibilidad a insulina a
nivel periférico y hepdtico en pacientes con diabetes tipo [1*>1%, Por lo que la
administracion conjunta con el fdrmaco supone una ventaja, ya que GLB estimula la
liberacion de insulina, mientras que el aminodacido promueve el aprovechamiento.

Por otro lado, también se ha seleccionado a serina (SER) para la obtencién de las
combinaciones debido a que es uno de los aminodcidos presentes en el sitio receptor

de sulfonilureal?’

, se plantea como una posibilidad que esta interaccidn que se establece
en el sistema bioldgico y que es responsable de la actividad farmacoldgica de GLB,
también pueda tener lugar durante la obtencién del sistema sélido' y, de esta manera,
lograr una nueva forma sdlida del farmaco con propiedades superadoras. Las

estructuras quimicas de los aminoacidos se presentan en la Tabla 6.

73



CAPITULO Ill - Glibenclamida

Tabla 6. Estructuras quimicas de los AA utilizados para la obtencion de sistemas sdélidos GLB:AA

ARGININA (ARG) SERINA (SER)

NH O 0O

L

HoN H OH HO OH

NH, NH,

Las combinaciones fueron obtenidas a través de molienda asistida con solvente en
una proporciéon 1:1 molar GLB:AA (donde AA corresponde a ARG o SER), ante el
agregado de 0,25 pl de agua MilliQ por mg de sélido'?® y amasando en un mortero de
agata durante una hora. Posteriormente el sélido fue almacenado a temperatura
ambiente en condiciones de vacio.

Como control del proceso de obtencién, el farmaco puro también fue sometido a este
procedimiento y ademas, se obtuvieron las mezclas fisicas de los componentes, lo que
implica la molienda durante cinco minutos sin agregado de solvente.

Cabe destacar que los rendimientos obtenidos mediante esta estrategia son elevados
y, ademas de tener un bajo costo asociado, resulta amigable con el medio ambiente
debido al maximo aprovechamiento de los materiales y a que no se utilizan solventes
organicos durante el proceso de obtencién.

También se intentaron obtener las combinaciones sélidas mediante liofilizado, pero
debido a la baja solubilidad acuosa de GLB, el método resulté poco viable, sumado a
esto, las cantidades de sdlido obtenidas mediante esta estrategia fueron escasas por lo
gue la caracterizacion posterior de los sistemas binarios se vio dificultada. Asimismo, se
probd obtener nuevas formas soélidas por evaporacién lenta con solvente, usando
pequefias cantidades de etanol, sin mayor éxito.

Se utilizaron como materias primas GLB adquirida de Todo Droga (Argentina), ARG y
SER de Sigma-Aldrich (USA) y el agua producida mediante un sistema purificador de agua
Milli-Q (Millipore, USA).
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CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE FOURIER (IRTF)

Los fundamentos y utilidades de esta técnica ya han sido introducidos en el capitulo
anterior. De la misma manera que para CLR, IRTF se ha utilizado con fines cualitativos,
es decir, identificacion de compuestos y evaluacién de posibles interacciones entre los

componentes de los sistemas sélidos desarrollados.

Condiciones experimentales

Los espectros fueron tomados en un espectrémetro Nicolet Avatar 360 FTIR bajo las

mismas condiciones que se han detallado en el capitulo anterior.

Andlisis de resultados

A partir del andlisis del espectro de IRTF de GLB (Figura 24) y por comparacion con el
espectro encontrado en bibliografia3®1%®, pudieron asignarse las bandas originadas a
partir de las vibraciones de los principales grupos funcionales. Es asi como a 3367 y 3315
cm™ se encontraron las sefiales pertenecientes al NH de urea, ademas las sefiales
observadasa 1614y 1523 cm™ fueron asociadas a los grupos CO y NH de urea. Por otro
lado, el grupo CO de la amida fue responsable de la sefial detectada a 1714 cm™ y

finalmente, las bandas exhibidas a 1340y 1157 cm™ fueron asociadas al grupo SO,.

%T

3000 2000 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 24. Espectro de IRTF de GLB

En el caso de ARG, como se ha mencionado en el capitulo anterior y analizado de
acuerdo a la bibliografia consultada®?®’, se reconocié a 3068 cm™ la sefial originada por
el grupo NH y a 2945 cm™ por el CHs. A 1680 cm™y 1558 cm™ fue posible distinguir las

bandas correspondientes a las vibraciones de los grupos NH, y CO, respectivamente.
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Por otro lado, SER ha presentado a 3467 cm™ una sefial originada por el grupo OH y
a 3104 cm™ por NH. A 2037 y 1467 cm™ se identificaron las bandas de CH,, mientras
que a 1600 y 1412 cm™ las sefiales correspondientes a COOH. Todas las asignaciones
resultaron acordes a lo encontrado en antecedentes sobre la caracterizacion
fisicoquimica de este aminodacido2%1%,

En el caso de los espectros de las combinaciones GLB:AA obtenidas por mezcla fisica
o mediante molienda asistida con solvente (Figura 25), las sefiales de los aminoacidos
no pudieron ser identificadas por estar solapadas con las bandas del principio activo,
que presentaron una mayor intensidad.

Los espectros de las mezclas fisicas no presentaron mayores variaciones respecto a
los espectros obtenidos mediante molienda asistida, las bandas del farmaco pudieron
ser identificadas en todos los casos y no hubo cambios en la frecuencia a la que
aparecen dichas bandas, por lo que se descarta la posibilidad de que haya interacciones
entre el principio activo y los aminoacidos, o bien, no pudieron ser determinadas
mediante esta técnica.

Todas las sefiales de GLB en las diferentes combinaciones se encuentran detalladas

en el Anexo 3 para mayor informacion.

GLB

ARG

GLB:ARG
GLB:ARG WW

3000 2000 1000

%T

NUmero de onda (cm 1)

WMMWW\J

%T

GLB:SER MF

GLB SER MAS

4000 3000 2000 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 25. Espectros de IRTF de GLB, ARG, SER y las combinaciones GLB:AA
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DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVOS (DRXP)

Como se describié previamente, la DRXP es una herramienta de suma utilidad que
brinda informacién sobre la fase sélida de un determinado compuesto y, de hecho, se
encuentra codificada en diferentes farmacopeas como técnica valida para la
identificacion de polimorfos3. A continuacién se explican las condiciones experimentales
y el analisis de los resultados obtenidos durante la caracterizacion de GLB y sus

combinaciones con los aminoacidos.

Condiciones experimentales

Las mediciones fueron realizadas en un difractdometro PANalytical X-Pert Pro del
Instituto de Investigaciones en Fisicoquimica de Cérdoba (INFIQC) usando una radiacién
CuKa, con 40 kV y 40 mA. Los difractogramas fueron tomados en el intervalo 5-40°/26

con un tamano de paso de 0,028° y un tiempo de 24,9 s por paso.

Andlisis de resultados

El difractograma de GLB (Figura 26) presenté los picos caracteristicos del farmaco3®

en los angulos 11,71; 14,8; 16,22; 19y 21° 20.

GLB

16007

Intensidad

400

Angulo[°2€]
Figura 26. Patron de difraccion de GLB

Al observar los patrones de difraccién de los componentes puros se confirmé que las
sustancias de partida eran cristalinas. A su vez, también se pudo notar que luego de la

molienda el grado de cristalinidad se conserva.
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Los patrones de las mezclas fisicas resultaron ser la superposicion de los
difractogramas de los componentes puros (Figura 27), es asi como las seiales de mayor
intensidad de ARG pueden ser identificadas en el difractograma de GLB:ARG MF.

En el caso de GLB:SER MF se observé un pico caracteristico del aminoacido a 22,7°
29; luego de la molienda con el farmaco la intensidad de esta sefial se redujo. Para
corroborar que el aminoacido continud siendo cristalino se recurrié a estudios de RMNs
que seran detallados en una seccién posterior.

En los difractogramas de los sistemas binarios (GLB:ARG MAS y GLB:SER MAS) no se
observaron corrimientos en los principales picos ni aparicion de nuevas sefiales. Se
detectaron algunos picos ensanchados, lo que puede deberse a un cambio en el tamafio
de las particulas, andlisis que resulta acorde a lo esperado dado a que las combinaciones
fueron obtenidas mediante un proceso de molienda.

Cabe destacar que las muestra continlan siendo cristalinas, condicion que se

terminara de confirmar mediante otras técnicas como RMNs y analisis térmico.

GLB
.'A| N\
T ARG 1 /] I i
=] Iy | I M
g [ N SV v I"'/\'v’\_/‘"l I'-.._M N “\_h_,..\__‘_’_:‘\/\ "’\/--" I\_M_w/ﬂ‘-/\.__,wf\f\
& |GLB:ARGMP [? f
£ | 1 mi I ,-.\' Il
GLB:ARG MAS M A~ A
“.,_,“.__,r"n'k—"l 'l—\_m_\_’_k_ /-.\._,,r’-,\wﬂ"/ I'v\,/"l \/ '-_\,J"J IL_ ,\ / 1
e S i
10 20 30 40
Angulo [*28]
GLB I
fl
K Il
T| SER il noa
whb——m—mmmm— e N A e N A -
5 |
£ | GLB:SERMP A ‘
— a A AR AW A A TN ")'. A
GLB:SERMAS o nm r
—_— Ay '\»»\_w___‘__ﬂ.\,ﬂ.,\_; I'-.ﬁ._,,/v" I\,\J‘ W ‘“u' |Im!\'_\‘/ __,“_‘j' -_n\/,v;- "'. "_.' '.‘_,'\“_ A |
T T t
10 20 30 40

Angulo [°26]

Figura 27. Difractogramas de GLB, AA y las combinaciones GLB:AA.
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ANALISIS TERMICO

Las técnicas de andlisis térmico son de utilidad en el estudio de las combinaciones
GLB:AA MAS para obtener informacién sobre ciertas propiedades de las muestras, por
ejemplo presencia de agua de hidratacién, punto de fusidn y degradacidn. En particular,
el punto de fusién, es una propiedad que brinda mucha informacién de un sdlido, es
indicativo de la pureza, permite identificar un compuesto, incluso si los polimorfos de
un principio activo se caracterizan por un punto de fusién diferente es posible distinguir
entre ellos, asi como establecer si los componentes de una formulacidn interactian

entre si.

Condiciones experimentales

Los experimentos de DSC y TG fueron llevados a cabo en el equipamiento y bajos las
condiciones que se han sido descriptos para la caracterizacién de CLR y sus sistemas
sélidos.

El analisis térmico ha sido importante para confirmar si las muestras soélidas
obtenidas por combinacion de GLB y los aminodcidos contintan siendo cristalinos, tal
como los componentes de partida; ademas para evaluar la existencia de interacciones

entre los componentes.

Andlisis de resultados

Los resultados de GLB concordaron con la literatura3!

, se observd el punto de fusién
a 175,8 °C, evento que se mantiene en el caso de GLB MAS (175,4°C), demostrando de
esta manera que el proceso de molienda no afecta el estado sélido del farmaco. Ademas,
para GLB:AA MF no se observaron cambios significativos (GLB:SER MF 174,6°C y
GLB:ARG MF 173,7°C).

SER funde con degradacién, de acuerdo a lo reportado en bibliografia'3?, la pérdida
de masa comienza alrededor de 180°C como puede apreciarse por TG, mientras que a
través de DSC no pudieron observarse los picos endotérmicos caracteristicos debido a

los parametros utilizados en el ensayo. En el caso de GLB:SER MAS el punto de fusiéon

disminuyd a 171,4°C.
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Las muestras con ARG presentaron una endoterma de deshidratacién por debajo de
los 100°C, evento confirmado por la pérdida de peso en TG. Este proceso pudo
detectarse tanto en la MF como en el sistema obtenido mediante MAS. En este ultimo
caso, la entalpia de deshidratacion es menor, debido a que luego del proceso de
molienda, queda agua unida débilmente a la superficie del sélido que puede removerse
con facilidad.

Al analizar la combinacién GLB:ARG MAS, se observé que la fusién comenzé a
temperaturas menores al punto de fusidon del compuesto puro (picoa 159°C) y el rango,
a su vez, se vio incrementado, indicando que existe algun tipo de interaccion entre los
componentes.

En todos los sistemas binarios, la degradacion comenzé después de la fusién. Los

termogramas obtenidos por DSC y TG pueden observarse en la Figura 28.

GLB GLB
5
S |are ARG
5 I g AN
3 )
© | GLB:ARG MF & | GLB:ARG MF
o o
2
=
iL | GLB:ARG Mas GLB:ARG MAS

100 160 100 200
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

GLB GLB
5 V
% SER ~| s
S LIt
] =]
o [CLB:SERMF ® | cLB:SERMF
] o
=}
3 | GLB:SERMAS
i GLB:SER MAS

100 150 100 200
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 28. Termogramas de DSC (izquierda) y TG (derecha) de GLB y las combinaciones GLB:AA
MAS y GLB:AA MF
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ANGULO DE CONTACTO

La asociacion de farmacos con aminoacidos ha demostrado, en algunas
oportunidades, incrementar la humectabilidad del sdlido, tal como ha sucedido en la
combinacién de ARG con simvastatina y atorvastatina®, donde la presencia del
aminodacido en altas proporciones ha reducido el angulo de contacto determinado
mediante el método de la gota sésil. Por lo que resulta interesante evaluar el

comportamiento de las combinaciones sélidas de GLB mediante esta técnica.

Condiciones experimentales

Las mediciones del angulo de contacto fueron llevadas a cabo bajo las mismas
condiciones y en el gonidmetro descripto en el capitulo 2. Las muestras en polvo fueron
colocadas, mediante el uso de una cinta doble faz, sobre un portaobjeto y se alisé la
superficie con la punta de una espatula para asegurar que la porcién expuesta sea llana

y con la minima rugosidad posible.

Andlisis de resultados

Las fotografias que se muestran en la Figura 29, fueron obtenidas del video luego de
trascurrir 30 s desde que se arrojé la gota sobre la muestra. Si bien tanto ARG como SER
son aminodacidos con propiedades hidrdfilas3®132, el comportamiento de las
combinaciones obtenidas fue diferente.

GLB presentd un angulo de 130,9 + 0,4 °, GLB:SER MAS 136 + 6° y para GLB:SER MF el
valor obtenido fue de 137 + 4°, por lo que puede decirse que el grado de humectacion
del sélido no fue modificado en gran medida ante estas combinaciones sdélidas y debido
a que los valores son mayores a 90° presentaron caracteristicas hidrofobas. Los angulos
permanecieron constantes con el paso del tiempo, es decir la humectacién del sélido no

se modifico.

Figura 29. Fotografias obtenidas durante la determinacion del adngulo de contacto a los 30
segundos de arrojada la gota a) GLB, b) GLB:SER MAS y c) GLB:SER MF
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Por otro lado, en el caso de las combinaciones con ARG, se pudo observar que tanto
para GLB:ARG MAS como para GLB:ARG MF, el angulo de contacto se redujo por debajo
de los 90°, por lo que estas combinaciones se caracterizaron como hidréfilas, lo que
indic6 que la presencia de ARG mejora la humectabilidad del farmaco,
independientemente del método de obtencidn.

Debe destacarse, como puede observarse en la Figura 30, que la humectacién del
solido fue mds rapida en la combinacién obtenida mediante molienda; de hecho en el
caso de GLB:ARG MF pudo calcularse un valor de angulo inicial de 122 + 7° pero luego
de 15 s desde que la gota fue arrojada este valor disminuyé por debajo de los 90°. En la
combinaciéon GLB:ARG MAS la gota se esparce de forma inmediata.

A partir del analisis anterior puede decirse que existe la probabilidad de que las
combinaciones que contengan ARG presenten una mejorada velocidad de disolucién,
no obstante, para poder afirmar esto, se realizaron estudios de disolucién que son
detallados en puntos posteriores. Cabe recordar que, en el caso de las combinaciones
con CLR, descriptas en el capitulo |, el dngulo de contacto no fue determinante en el

comportamiento de disolucién observado.

Figura 30. Fotografia obtenidas durante la determinacion del dngulo de contacto para
GLB:ARG MF (A) y GLB:ARG MAS (B) a los 1s, 15s y 30s de arrojar la gota
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MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO (SEM)

En el analisis de las nuevas formas sdélidas de CLR, obtenidas en presencia de
aminodacidos, la SEM resulté ser una de las principales herramientas de caracterizaciéon
debido a la peculiar morfologia que presentaron las particulas de los sistemas obtenidos.
En el caso de las combinaciones obtenidas con GLB, esta técnica permite complementar
la caracterizacion fisicoquimica, analizar el tamafio de las particulas y las propiedades

de superficie de los sélidos.

Condiciones experimentales

Las muestras fueron analizadas en el microscopio que se ha descripto en el capitulo
anterior y el tratamiento de las muestras, previo al andlisis, se realizé de igual manera

gue para las muestras de CLR.

Andlisis de resultados

Como se puede apreciar en la Figura 31, las particulas del farmaco sin procesar
presentaron una forma prismatica cuadrangular, superficie lisa y midieron de 30 a 200
um. En GLB:ARG MAS, como era de esperarse, se logro reducir el tamafo de particula
debido al proceso de molienda y se observaron aglomerados de 2 a 50 um de particulas
mas pequeiias, la forma original de las particulas también se modifico y se presentaron
con un aspecto irregular, a diferencia de la superficie lisa que caracterizé a la mayoria
de las particulas de GLB sin procesar. En el caso de GLB:SER MAS, similar a lo que sucedid
en la combinacidn con ARG mediante molienda asistida por solvente, se obtuvieron
aglomerados de 10 a 80 um de particulas mas pequenas.

La formacion de aglomerados se debe a que, al reducir el tamafo de particula
mediante un método de molienda, las particulas resultantes se encuentran cargadas
electrostaticamente y para estabilizarse tienden a agruparse!3*134, razén por la que no
fue posible observar particulas aisladas en las microfotografias. Debe corroborarse que

este comportamiento no afecte la estabilidad fisica y quimica del farmaco, aunque las
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propiedades a granel son las que suelen verse afectadas en mayor medida a partir de la

obtencion de sélidos con estas caracteristicas.

Figura 31. Microfotografias de GLB (a 'y b), GLB:ARG MAS (cy d)
y GLB:SER MAS (e y f)

Por otro lado, con el detector EDS (Energy Dispersive Spectroscopy, espectroscopia
de energia dispersiva) fue posible efectuar un analisis elemental, ya que permite analizar
los rayos X emitidos, producto de la interaccién del haz electrénico con la muestra. Este
tipo de ensayos se utilizé debido a que GLB presenta Cl y S en su estructura y los
aminodacidos no, por lo tanto permitid visualizar la distribucién de estos elementos en
la muestra y, por ende, la distribucion de GLB, constituye una medida del grado de
homogeneidad de la muestra. Este estudio resultd de utilidad debido a que el proceso
de molienda manual es poco controlado y no siempre conduce a muestras con alto
grado de homogeneidad. Al analizar las imagenes obtenidas en detalle (Figura 32), no
se observaron areas sin Cl 0 S, por lo que se puede postular que mediante molienda

asistida con solvente se lograron muestras uniformes.
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Figura 32. Imdgenes obtenidas con el detector EDS de GLB:SER MAS (izquierda) y GLB:ARG
MAS (derecha) y la distribucion de Cly S
A diferencia de las muestras obtenidas por molienda asistida con solvente, en las
mezclas fisicas de los componentes fue posible observar zonas donde no se encontraron
particulas del farmaco. En la Figura 33 se muestran las imagenes obtenidas con el
detector EDS de GLB:SER MF y GLB:ARG MF, en las que se pudieron identificar particulas

pertenecientes a ambos compuestos.

SER GLB ARG GLB

Figura 33. Imdgenes obtenidas con el detector EDS de GLB:SER MF (izquierda) y
GLB:ARG MF (derecha) y la distribucion de Cly S
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO SOLIDO (RMNs)

Se recurrid a esta técnica con el propdsito de dilucidar la estructura del farmaco y los
aminodacidos, asi como establecer la existencia de interacciones entre los componentes
de las combinaciones que tal vez no hayan podido detectarse mediante las demas

técnicas de caracterizacién utilizadas.

Condiciones experimentales:

Los espectros de 3C de RMNs de alta resolucidn han sido obtenidos utilizando una
polarizacién cruzada con rotacién al dngulo mdgico (CP-MAS) tal como se realizé en la
caracterizacidon de estado sdélido de CLR y sus combinaciones. Los experimentos se
realizaron en un espectrometro Bruker Avance Il a 300,13 MHz a temperatura ambiente
utilizando glicina como referencia externa. El tiempo de relajacion fue de 20 ms y el
tiempo de contacto de 2 ms; la velocidad de rotacidn para todas las muestras estudiadas

fue de 10 kHz.

Andlisis de resultados:

Los espectros de los componentes puros se observan en las Figura 34 vy resultaron
acordes a la bibliografia consultada®3'!3>, En la combinaciéon con SER mediante molienda
asistida con solvente, tanto las sefiales del aminoacido como de GLB no presentaron
modificaciones con respecto a la mezcla fisica de los componentes, que resultd ser la
sumatoria de los espectros de los componentes individuales. Sélo es posible mencionar
una leve reduccion en la intensidad de las sefiales de SER luego de la molienda. A partir
de estos resultados se pudo establecer que no hay interacciones entre los componentes

ni modificaciones en la estructura interna.
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Figura 34. Espectros con asignacion de sefiales y estructuras quimicas de GLB, ARG y SER

El espectro RMNs de 3C de ARG presentd la sefial correspondiente al carbonilo del
grupo acido C1 desdoblada (180 ppm), asi como las dos sefales que aparecen a baja
frecuencia de C3 y C4 (24 y 32 ppm), de acuerdo a la existencia de mds de una molécula

de ARG por celda unitaria como se ha reportado en bibliografia'®®. Esta multiplicidad no
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se observa en las sefales de 56 y 43 ppm debido a que el entorno quimico de estos sitios
en las moléculas no equivalentes es probablemente muy similar.

En el caso de las combinaciones con ARG, se observo que en el espectro de GLB:ARG
MF se mantiene la multiplicidad de las sefiales correspondientes al aminodacido, lo que
puede observarse en la sefial de 180 ppm que se presenta desdoblada tal como sucede
en el espectro de ARG pura. Mientras que en GLB:ARG MAS dicha sefial presentd un
Unico pico poniendo en evidencia que el arreglo molecular de ARG ha sido modificado,
en las senales de GLB no se observaron mayores modificaciones.

En la Figura 35 se presentan los espectros de las combinaciones GLB:AA y en el Anexo

4 las tablas con los corrimientos quimicos detallados para mayor informacién.

GLB:ARG

2, 3,5, 6 MF

216* 4 .,

1
6l 1
7 ) ;
1* 71 a
5

AT

200 150 100 50 0

§1C [ppm]
GLB:SER
MF
1* EL
OMe
2*

2,3 5,6

——
e

200 150 100 50 0
8¢ [ppm]

Figura 35. Espectros de RMNs de las combinaciones GLB:AA MF y GLB:AA MAS
(Las sefiales de los aminodcidos son identificadas con un asterisco)
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ENSAYO DE DISOLUCION

Si bien los ensayos de disolucién se encuentran codificados en farmacopeas como
método de control de calidad de formulaciones sélidas, en el presente trabajo se utilizan
para evaluar el desempefio de las combinaciones sélidas obtenidas, se trata de un
ensayo preliminar, que muchas veces suele subestimarse por ser in vitro, pero en la
practica sirve como premisa del comportamiento de un determinado sélido

farmacéutico.

Condiciones experimentales

Los estudios se realizaron en un disolutor (Hanson SRIl 6 Flask Dissolution Test
Station, Hanson Research Corporation, Chatsworth, USA) con el método de paletas de
acuerdo a lo establecido en la USP. Los estudios fueron llevados a cabo con 5 mg de GLB
o una cantidad equivalente de GLB:AA en 500 ml de buffer fosfato (pH 7,4) mantenido
a 37,0 £ 0,3 °Cy agitando a 50 RPM durante 120 minutos!3®. Alicuotas de 2 ml fueron
tomadas periédicamente y reemplazadas con medio fresco mantenido a la misma
temperatura. Luego de filtrar las muestras a través de membranas de 0,45 um
(Millipore, USA), las concentraciones de las muestras fueron determinadas
espectrofotométricamente (Espectrofotometro Shimadzu UV-Mini 1240) a 229 nm a
partir de la construccién de una curva de calibracidn:

y =22763,03 M~1x + 0,0121 r? =0,997
Para comparar los perfiles se calcularon los factores f: y f> de acuerdo a las ecuaciones

1y 2 descriptas en el capitulo anterior.

Andlisis de resultados

Los perfiles de disolucidn obtenidos pueden observarse en la Figura 37 para mayor
detalle. El porcentaje de farmaco puro disuelto obtenido al cabo de 120 min fue de 9 +
1 %, mientras que los valores obtenidos para GLB:SER MAS, GLB:SER MF, GLB:ARG MAS
y GLB:ARG MF fueron de 36,7 +0,6; 11 +4; 85 + 2 y 9 + 1 respectivamente.

En cuanto a los factores calculados para comparar el perfil del farmaco sin procesar

con las curvas de las combinaciones sdlidas pueden visualizarse en la Tabla 7. Debe
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recordarse que, para que los perfiles se consideren similares, f; debe encontrarse entre
0-15, en esta oportunidad todas las combinaciones difieren de GLB pura debido a que
los valores no estdn incluidos en dicho intervalo. Sin embargo, al evaluar el factor f, que
considera que las curvas son equivalentes si el valor esta comprendido entre 50-100, se
establece que los perfiles de las MF y el perfil de GLB son similares, mientras que las
combinaciones obtenidas mediante MAS, tal como puede observarse en la Figura 36,

difieren notablemente del comportamiento del fdrmaco puro.

10019
801
60

40 A

GLB disuelta (%)

201

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

Figura 36. Perfiles de disolucion obtenidos para =GLB, «GLB:ARG MF, AGLB:ARG MAS,
AGLB:SER MFy «GLB:SER MAS

Tabla 7. Valores de f1 y f> obtenidos para las combinaciones GLB:AA MAS con respecto a GLB

fi |fs
GLB:ARG MAS/ GLB 96 | 6
GLB:ARG MF/ GLB 46 | 73
GLB:SER MAS/ GLB 82 |37
GLB:SER MF/ GLB 35|70

La mejora en el desempeno de disolucion puede estar asociada a la reduccién en el
tamafio de particula, que en el caso de GLB:SER MAS constituye el factor determinante,

debido a que no se encontraron interacciones entre los componentes, por ende no se
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ha obtenido una nueva forma sélida, a la vez que el grado de humectacién del sélido no
se vio mejorado.

Por otro lado, al hablar de GLB:ARG MAS, debe tenerse en cuenta que se obtuvieron
particulas de menor tamaio que en la combinacidon GLB:SER MAS. También se observé
mediante DRXP, DSC, TG y RMNs un comportamiento diferente al de las MF, por lo que
se sugiere la existencia de interacciones y la obtencion de un sistema binario donde se
conserva el grado de cristalinidad de los componentes de partida. Finalmente, la
reduccion en el dngulo de contacto, ha permitido aseverar que la humectabilidad del
sélido se vio incrementada, de hecho, la dispersion de la gota observada durante el
ensayo es inmediata. En conjunto todos estos factores contribuyen en diferente grado

a que la velocidad de disolucién del farmaco sea mayor.
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ENSAYO DE ESTABILIDAD

Como consecuencia del estrés mecanico de la molienda se suelen producir cambios
en la superficie de las particulas obtenidas, asi como perdida en el grado de cristalinidad
de los compuestos, fenédmeno que se ha visualizado en fadrmacos como griseofulvina'?’
y que ha permitido mejorar el desempefio de disolucidn. Las propiedades de flujo y
mezclado también pueden verse afectadas, asi como la estabilidad de los sdlidos
obtenidos!33, Por estos motivos es importante realizar un estudio cuidadoso del estado
solido a lo largo del tiempo, sobre todo si los sistemas han sido expuestos a rigurosos

procesos de molienda.

Condiciones experimentales:

Las muestras fueron colocadas en frascos de color ambar, cerrados y mantenidos
bajo condiciones aceleradas de almacenamiento (40°Cy 75% HR) durante seis meses. La
estabilidad fisica fue evaluada mediante DRXP y andlisis térmico, mientras que la
estabilidad quimica a través de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Método de HPLC: Las mediciones fueron realizadas en un cromatdgrafo Agilent Series

1100 con un detector uv-vis seteado a 229 nm, la temperatura se mantuvo a 25°C y fue
utilizada una columna de fase reversa C18 Phenomenex® (4,6 mm x 250 mm y 5 um de
tamafio de particula) con una precolumna. La fase moévil fue preparada en una
proporcion de 55% v/v de acetonitrilo y 45% v/v de buffer fosfato monobasico de
amonio (0,05 M), desgasificada y filtrada mediante una membrana Millipore (poro de
0,45 um). Las muestras se disolvieron y diluyeron en la fase madvil y fueron corridas con
un flujo de 1,5 ml/min, mostrando un tiempo de retencion de 7,6 min, el cromatograma

de GLB puede observarse en la Figura 37.

mAU
80
60
40

20 |

T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 t(min)

Figura 37. Cromatograma de GLB (Concentracion 20 ug/ml) obtenido bajo las condiciones
especificadas
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El ensayo fue lineal (r?=0,99) en el rango de concentraciones utilizadas (8-24 pg/mL),
ademads la exactitud y precision fueron determinadas al 80, 100 y 120% de la
concentraciéon nominal (20 ug/ml). El porcentaje de recuperacién promedio resultd
100,02% vy la desviacidon estandar relativa fue menor al 2% en todos los casos,
demostrando que el método es exacto y preciso bajo las condiciones ensayadas.

Para evaluar la especificidad del método en presencia de potenciales impurezas que
puedan producirse durante el estudio de estabilidad, se realizaron estudios de
degradacion forzada. Se sometidé a las muestras a condiciones de estrés con el fin de
obtener el perfil de los productos de degradacidon y establecer si dicha presencia
interfiere o no con la determinacién del analito. Se disolvié el fdrmaco y fue sometido a
condiciones 4cidas, basicas, térmicas y oxidativas forzadas.

Como se muestra en la Tabla 8, en todos los casos, los productos de degradacién
presentaron un menor tiempo de retencién que GLB, cuya seial se encontrd bien
resuelta y puede distinguirse con facilidad. A partir de este ensayo es posible afirmar
que el método analitico es especifico para la evaluacion del principio activo en presencia

de potenciales productos de degradacion.

Tabla 8. Estudios de degradacion forzada. Concentracion de GLB, porcentaje de degradacion
con respecto a la concentracion inicial (20,5 ug/ml) y numero de productos de degradacion el
tiempo de retencion correspondiente.

Condicién del estrés  Concentracién GLB (ug/ml) % Degradacion Numero de productos de degradacién (Tr)
ACIDO 10,1+ 0,5 51 2(1,1; 3,5)
BAsICO 15+ 2 27 2(1,1;1,6)
TERMICO 18,5+ 0,3 10 1(3,5)
OXIDATIVO 11+2 45 2(1,8;2)

Andlisis de resultados

Se ha establecido como cambio significativo de la estabilidad quimica de un
compuesto cuando la concentracion del farmaco decae en un 5% comparado con el
tiempo inicial?, llamado tiempo cero (to). Como se puede observar en la Figura 38, el

contenido de GLB en GLB:ARG MAS descendid a 97 + 1 % después de los seis meses de
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almacenamiento (ts) y en el sistema GLB:SER MAS a 99,3 + 0,7 % comprobando de esta

manera que las combinaciones sdélidas con aminoacidos, que mejoraron el desempefio

de disolucidn del IFA, no compromenten la estabilidad quimica de GLB.
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Figura 38. Porcentaje de GLB con respecto a la concentracion inicial a ts, t;, ts y ts.
La linea horizontal corresponde al 95% de la concentracion inicial

La estabilidad fisica asi mismo, también fue mantenida en todos los casos debido a

gue los difractogramas de las muestras, luego del tiempo de almacenamiento, fueron

similares a los patrones exhibidos por el IFA antes del inicio del ensayo de estabillidad

(Figura 39).
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Figura 39. Patrones de difraccion de las combinaciones GLB:AA en los diferentes tiempos de
estudio to (antes de iniciado el estudio de estabilidad), t; (1 mes de iniciado el estudio) y ts (a seis

meses de iniciado el ensayo)

Por otro lado, el comportamiento térmico de GLB sin procesar, asi como de GLB:ARG

MAS y GLB:SER MAS, resultaron similares al inicial (Figura 40), probando que al igual que

el farmaco puro, las combinaciones sdlidas resultaron fisicamente estables.

En el caso de GLB, el punto de fusidn a te continta siendo 175,8°C tal como se registrd

a to. Mientras que para GLB:SER MAS tampoco se observd una gran diferencia, ya que a

to la fusién fue observada a 171,5°C y a ts 172,1°C. Por ultimo, en la combinacién

GLB:ARG MAS, se observd la deshidratacion inicial que ha sido detallada durante la

caracterizacion fisicoquimica asi como la fusidon que tiene lugar a 158,5°Cy a to se habia

registrado a 159,2°C, por lo que el comportamiento térmico en los casos analizados no

ha sufrido modificaciones.
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Figura 40. Termogramas de DSC (izquierda) y TG (derecha) de GLB y las
combinaciones GLB:AAMAS a tpy ts.
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CONCLUSIONES

Se lograron obtener combinaciones binarias GLB:AA mediante una técnica
econdmica, con minimo uso de solvente y escasa generacién de residuos, lo que
satisface los criterios que establece la quimica verde aplicada a la sintesis y obtencién
de nuevos sdélidos farmacéuticos.

Las combinaciones obtenidas han mejorado el desempefio de disolucién del farmaco.
En el caso de GLB:SER MAS no se han demostrado interacciones entre los componentes
y la mejora en la velocidad de disolucién ha sido asociada a la disminucidn en el tamafio
de particula.

Por otro lado, en el caso de GLB:ARG MAS, mediante andlisis térmico se ha podido
establecer la existencia de interacciones entre los componentes y a través de DRXP y
RMNs se determind que la fase sdélida de la combinacién difiere a la de la mezcla fisica.
A su vez, el grado de humectacién del sélido se vio mejorado y esto se traduce en un
mejorado comportamiento de disolucion.

Los ensayos de estabilidad han permitido determinar que la mejora en el perfil de
disolucién del principio activo, lograda a partir de la combinacién con ARG y SER
mediante métodos mecanoquimicos, no compromete la estabilidad fisica y quimica del

farmaco.
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CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

A partir de los resultados se puede afirmar que se lograron obtener nuevas formas
sélidas de los principios activos propuestos, con propiedades superadoras con respecto
a los farmacos actualmente disponibles. Ademds, se pudieron caracterizar
adecuadamente, asi como también se evaluaron las propiedades de disolucién y en el
caso de CLR, se estudié la actividad antimicrobiana y produccidn de estrés oxidativo de
manera exitosa.

Con respecto a CLR, a partir de la combinacidon con aminodcidos a través de
liofilizacién se pudieron obtener sdlidos cristalinos con una morfologia particular y con
menor tamafio de particula, caracteristicas que han permitido mejorar el desempefio de
disolucién, uno de los objetivos propuestos en el inicio de la investigacidn. Por otro lado,
se demostré que la actividad antimicrobiana no se vio modificada y la formacién de
especies reactivas de oxigeno se redujo significativamente, ofreciendo asi nuevas
perspectivas en el uso de este antibidtico.

La combinacion CLR:LEU obtenida mediante liofilizacion ha resultado la mas
prometedora desde el punto de vista farmacéutico, debido a su mejor desempefio de
disolucion y a que el aminodcido conserva el grado de cristalinidad luego de ser
liofilizado y en el tiempo de estabilidad estudiado, por lo que no atenta contra la
estabilidad fisica del sélido. Un punto importante a destacar es que el principio activo
continua siendo cristalino luego del proceso de obtencidn del sistema binario, cuando
mediante el procedimiento de liofilizacién se suelen obtener compuestos amorfos,
estado que suele revertirse con el tiempo debido a la menor estabilidad termodinamica
que presenta.

Por otro lado, en el caso de glibenclamida, fue posible obtener mediante molienda
asistida con solvente sistemas sélidos con propiedades de disolucidn mejoradas. La
combinacion GLB:ARG MAS resulté ser la de mejor desempeiio de disolucién, sin verse
afectada la estabilidad del fdrmaco. La mejora, ha sido asociada al incremento en el
grado de humectacion y a que las particulas obtenidas son mas pequenas que las
presentadas por el farmaco sin procesar, también mediante anadlisis térmico se pudo
observar la existencia de interacciones entre los componentes, factores que en

diferente medida han contribuido a la mejora en la velocidad de disolucion.
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Gran parte de las estrategias empleadas en la actualidad dirigidas a mejorar el perfil
de disoluciéon de glibenclamida implican la amorfizacién del sélido. El problema radica
en que compuestos de estas caracteristicas tienden a revertir a la forma cristalina y para
estabilizarlos implica un esfuerzo extra. En este caso, el hecho de que se haya mantenido
el grado de cristalinidad de GLB es interesante debido a que se logré mejorar el
desempefiio sin comprometer la estabilidad sélida del compuesto activo.

Un punto importante a destacar en el presente trabajo de tesis, es que se establecid
como prioridad la obtencién de nuevos sistemas solidos mediante procesos que
respondan a lo establecido por la quimica verde, es decir, con minima utilizaciéon de
compuestos tdxicos o contaminantes y un maximo aprovechamiento de recursos con la
menor generacién de residuos posibles. Sumado a esto, también debe destacarse el uso
de aminodcidos en las combinaciones, debido a que son sustancias que se encuentran
en el organismo humano y en la naturaleza, normalmente.

Por otro lado, también es importante mencionar el hecho de haber profundizado la
caracterizacion de los sélidos a nivel particulado, la observacién del habito cristalino no
suele ser uno de los principales enfoques durante la caracterizacion de sélidos
farmacéuticos, tal es asi que la morfologia encontrada en las combinaciones CLR:AA
obtenidos por liofilizado (cristales alargados ahuecados en el interior) no ha sido
demasiado estudiada en el area farmacéutica y hay pocos compuestos reportados que
presentan este habito cristalino.

Una posibilidad que puede plantearse, a partir de lo establecido con anterioridad, es
estudiar con mayor profundidad los parametros criticos que intervienen en la formacién
de los cristales con esta caracteristica, debido a que se podria evaluar la posibilidad de
obtener particulas de otros farmacos con este habito cristalino. Resulta interesante
ademas, evaluar la generacion de especies reactivas de nitrégeno para complementar
el estudio de estrés oxidativo, asi como ensayos farmacocinéticos para establecer si la
mejora observada en el ensayo in vitro también representa una mejora en los niveles
plasmaticos logrados de este principio activo.

En el caso de glibenclamida seria interesante evaluar la automatizacidn del proceso
de obtencién de las combinaciones, dicho desarrollo daria lugar a procesos de obtencion
de mayor facilidad de escalado. Evaluar la farmacocinética del farmaco a partir de las

combinaciones obtenidas es también un camino viable para continuar estudiando el
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desempefio de los sistemas solidos y analizar su potencialidad para ser formulados en

un futuro.
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MATERIAL COMPLEMENTARIO







ANEXO 1 Asignacion de las principales sefiales de CLR en los espectros de IRTF de las

combinaciones CLR:AA
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ANEXO 2 Corrimientos quimicos de las sefiales de CLR, AA y sus combinaciones en los

espectros de 3C CP-MAS

3C CP-MAS CORRIMIENTOS QUIMICOS DE CLR, ARG Y SUS COMBINACIONES

13C CLR ARG CLR:ARG MF | CLR:ARGLIOt, | CLR:ARG LIOt;

[ 66,0 66,0 66,0 66,0

[ 165,4 165,4 165,4 165,4

G 54,6 54,6 54,6 54,6

[ 66,0 66,0 66,0 66,0

Cs 76,9 76,9 76,9 76,9

Cs 146,5 146,5 146,5 146,5

G | 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1

Cs 127,2 127,2 127,2 127,2

Co 148,1 148,1 148,1 148,1

Cio 127,2 127,2 127,2 127,2

Cu | 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1

(o 1791’2'11;0'5 1791’3'11;0'5 175,1 175,1

[ 55,8-53,1 55,8-53,1 56,0 56,0

Ca» 31,6-32,4 31,6-32,4 27,6 27,6

[ 24,3-24,6 24,3-24,6 27,6 27,6

Cs 42,8 42,8 41,5 41,5

[ 158,5 158,5 157,8 157,8
13¢ CP-MAS CORRIMIENTOS QUIMICOS DE CLR, CIS Y SUS COMBINACIONES

13C CLR cis CLR:CIS MF CLR:CISLIOr, | CLR:CIS LIOr

G 66,0 66,0 66,0 66,0

G 165,4 165,4 165,4 165,4

G 54,6 54,6 54,6 54,6

Cs 66,0 66,0 66,0 66,0

Cs 76,9 76,9 76,9 76,9

Cs 146,5 146,5 146,5 146,5

G | 122,1-1231 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1

Cs 127,2 127,2 127,2 127,2

Co 148,1 148,1 148,1 148,1

Cio 127,2 127,2 127,2 127,2

Cu | 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1

[ 171,8-173,5 171,8-173,5 171,1-175,5 171,1-175,5

[ 56,2-56,5 56,2-56,5 57,2 57,2

(o 23,6-28,4 23,6-28,4 24,8-26,0 24,8-26,0

27,3-29,6 27,3-29,6
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13C cP-MAS CORRIMIENTOS QUIMICOS DE CLR, GLI Y SUS COMBINACIONES

13¢ CLR GLI CLR:GLI MF CLR:GLI LIOr, | CLR:GLILIOr

[ 66,0 66,0 66,0 66,0

[ 165,4 165,4 165,4 165,4

G 54,6 54,6 54,6 54,6

[ 66,0 66,0 66,0 66,0

Cs 76,9 76,9 76,9 76,9

Cs 146,5 146,5 146,5 146,5

C; | 122,1-1231 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1

Cs 127,2 127,2 127,2 127,2

Cs 148,1 148,1 148,1 148,1

Cio 127,2 127,2 127,2 127,2

Cu | 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1

[ 176,5 176,5 175,4-176,5 175,4-176,5

[ 43,5-43,9 43,5-43,9 43,5-43,9 43,5-43,9

3¢ cP-MAS CORRIMIENTOS QUIMICOS DE CLR, LEU Y SUS COMBINACIONES

13C CLR LEU CLR:LEUMF | CLR:LEULIOr | CLR:LEU LIOr

G 66,0 66,0 66,0 66,0

C 165,4 165,4 165,4 165,4

Cs 54,6 54,6 54,6 54,6

Cs 66,0 66,0 66,0 66,0

Cs 76,9 76,9 76,9 76,9

[ 146,5 146,5 146,5 146,5

C; | 122,1-1231 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1

Cs 127,2 127,2 127,2 127,2

Cs 148,1 148,1 148,1 148,1

Cio 127,2 127,2 127,2 127,2

Cu | 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1 122,1-123,1

[ 176,2-177,1 176,2-177,1 176,2-177,1 176,2-177,1

[ 53,4-54,6 53,4-54,6 53,4-54,6 53,4-54,6

[ 41,3-43,0 41,3-43,0 41,3-43,0 41,3-43,0
Carse 25,2-25,6 25,2-25,6 25,2-25,6 25,2-25,6
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ANEXO 3 Asignacion de las principales sefiales de GLB en los espectros de IRTF de las
combinaciones GLB:AA

SENALES (cm™) GLB GLB:ARG MF | GLB:ARG MAS | GLB:SERMF | GLB:SER MAS

v NH urea 3367 3368 3368 3368 3369
v NH urea 3315 3314 3314 3316 3315
v €O amida 1714 1714 1715 1716 1715
v CO urea 1618 1614 1618 1618 1618
v NH urea 1523 1524 1524 1524 1526

vS0, 1340 1340 1342 1343 1343

vS0, 1157 1158 1159 1159 1158
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ANEXO 4 Corrimientos quimicos de las sefiales de GLB, AA y sus combinaciones en los
espectros de 13C CP-MAS

13c GLB ARG GLB:ARG MF | GLB:ARG MAS
[ 120,0 120,3 120,5
C 157,7 157,6 157,7
G 118,0 118,0 118,0
[ 136,3 135,2 135,0
Cs 122,0 122,7 122,7
Cs 130,0 130,0 130,0
[ 167,2 166,8 166,8
Cs 41,8 42,0 41,6
Cs 36,5 36,4 36,3
OMe 55,6 55,7 55,6
[ 140,0 140,0 140,0
C» 126,3 126,3 126,2
Cs 126,3 126,3 126,2
Ca 145,5 145,6 145,5
Cs 126,3 126,3 126,2
Ce 126,3 126,3 126,2
Cr 151,0 151,0 150,7
% 51,0 50,8 50,7
C 33,3 33,0 33,2
Cs 24,0 24,0 24,0
Ca 26,3 26,5 26,1
Cs 26,0 26,1 25,9
Co 36,0 35,5 35,4
179,2-180,5 179,2-180,3
Coe 181,9 181,9 182,0
[ 56,0 55,7 55,6
[ 31,6-32,4 30,9 30,8
Car 24,3-24,6 24,0 24,0
[ 42,8 42,2 41,6
Cor 158,5 157,6 157,7
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13c GLB SER GLB:SERMF | GLB:SER MAS
[ 120,0 120,0 120,3
G 157,7 157,6 158,0
G 118,0 118,0 118,0
Cs 136,3 135,2 135,9
Cs 122,0 122,7 122,7
Cs 130,0 130,0 130,0
[ 167,2 167,0 167,0
Cs 41,8 41,5 41,5
Co 36,5 36,4 36,3
OMe 55,6 55,7 55,6
[ 140,0 140,0 140,0
C» 126,3 126,4 126,2
[ 126,3 126,4 126,2
Ca 145,5 145,4 145,6
Cs 126,3 126,4 126,2
Ce 126,3 126,4 126,2
Cr 151,0 151,2 151,0
G- 51,0 50,7 50,8
C 33,3 33,0 33,3
Cs 24,0 23,7 23,7
[ 26,3 26,4 26,1
Cs 26,0 26,1 25,9
Ce 36,0 36,2 35,5
[ 175,2 175,1 175,2
[ 63,0 63,0 63,0
[ 55,6 55,8 55,8
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