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Resumen

Este trabajo de tesis doctoral tuvo por objetivo el desarrollo v evaluacidn de
nuevos sistemas porfadores de benenidazol (BZ) ¥ clomipramina (CMP), v nuevas
formulaciones de BZ aptas para su uso en pediatria, orientados a la optimizacion del
tratamiento de [ enfermedad de Chagas, En conjunto, los resultados obtenidos
demostraron que los sistemas desarroliados ofrecerian ventajas farmacoterapéuticas,
respecto de los productos farmacéuticns que se utilizan actualmente. Este escenario,
propicia condiciones prometedoras para el desarrollo de terapias antichapisicas
eficaces ¥ mds seguras, que podrian ser de utilidad para el abordaje
farmacoterapéutico de esta enfermedad.

En particular, la evaluacidn de la combinacidn de BZ y CMP permitid evidenciar
que el sinergismo de la actividad iripanccide, mediante el mecanismo de accidn
independiente de cada uno de los firmacos (F), podria ser aprovechado, con el fin de
reducir las dosis de BE para ¢l tratamiento, con 8 consecuente reduccidn de los
efectos adversos asociados a su uso, ko que se traduciria en una farmacoterapia
eficaz, mds segura y confiable.

Por su parte, los sistemas portadores de BEZ v CMP son promisorios para el
disefio de sistemas de liberacion modificada de F para vin per-oral, en los que se
aprovechen las caracteristicas peculiares de cada uno de los sistemas desarroflados v
las potencialidades de su ulilizacidn, Esto se podria traducir en una mejora
significativa de la eficacia v seguridad en la farmacoterapia de la enfermedad de
Chagas v en una mejor adherencia al tratamiente, por parte de los pacientes.

En lo que refiere a las formulaciones pedidtricas de BZ, éstas presentan
versatilidad posoldgica, se obtienen por procesos que pueden ser escalables v la
evaluacidn de sus atributos farmacotécnicos y  biofarmacéuticos de calidad,
demostri un alto grado de cumplimiento de las especificaciones de farmacopeas.
Ademais, la optimizacidn del sabor, promoverfa una mejor aceptacion del
lratamiento, por pare de los pacientes perfenecientes a este prupo etario. Estas
formulaciones, son alternativas farmacéuticas interesantes, para dar respuesta a la
falta de disponibilided de farmacoterapias adecuadas, en dosis ¥y formas
farmacéuticas, para ¢l tratamiento pedidtrico de la enfermedad de Chagas.



6iBLIOTECA DE CIENCIAS QUIMIGA.

Tabla de contenido general

Tahla de contenido de figuras ¥ LABIAS ... covcom i i s I
Listado de abrevialuras ¥ acronimos ... e s s mos XV
Capitulo 1: Introduccion general v objetivos

L TR I N TN . o P v o e 3

1.1.). ABENTE ETHROGHIIN < ey s cemrmiomse Ly S L s R g
1,1.2, Q000 B OLCOGIC DEL TRTPANTEGAAA CRTEY . cavmirmrmsrmimnnnsvonios o mi s o v s s 10 0 8101 S1n St 1615a 1615815150 15
11,3 ETARAS OF L ENPERMECAD OF CHAGAS 1vreimienmimsivn st e v et st s e i s iaidicessiididin T
1.1.4. CONTROL, PREVENCION ¥ CRBGEROSTICD DE L ENFERMEDAD DE CHBGAS ..ot iie e it eme e g
1.1.5. TRATAMIENTC DE L& ENFERMEDAD DE CHAGAS ,...ccomesm s s i i om ms s emams smems e g imims iy sepms et 0

1.2, DHSEN D DE TR EINITIONS oy oo 0o i nsma 12t o bbb 3 b s e 4 e e 12

1.2.1, PADRFIECADES DESFAVORABLES DE LEE B i iciiermiiniminimiisi iatnssarsms dmpeyss s st s anas s ias bk ieiasss s sasat e L0
1.2.2, SISTEMAS DE UBERACION BAODIFICADE DE FARBUALIDS .o .io oo cei ot s eb e bt et e rme e 17
1.2.2.1. Aspectos generoies @ consideror en ol SireRo e SLM . ... iq
1.2.2.2 Estrotegios formacotécnicos whiizodes porg ohtener SEM....cec e s
1.2.2.3. Estrotegias para evaiuer el desempefo de fos SLM s vcnn 24
1.2.3, POUELECTROUTOS UTILEZATOS EN TECHOLDGIA FARMATEUTIEN  cooiicniinniissisissiissssnsssssassasssms sasmseass S0

1.3, ESQUEMA DE INVESTIGACION Y DESARROLLD w1vimisissssisisisisssrsimsmaiassiamsssis s sisisis ssias 3
o O BTN L ot e vl o o o e s o e o o b P i b 34

L L T I BN o s ey e o i b e 0 P e S L o Pt i F TR 34
o T TP O R . i oy o o i i o i o o e i s e o o o o Lo

1.5, ORGANIZACION DE LOS CAPITULDS DE LA TESIS ..ovcveiereresoieen e rmrmresese e ress s berspaasessstsisamsese - 36
L R T . it b ot i i s it o i B e B i L bt i e e g e e g L £

Capitulo 2: Principios activos y excipientes seleccionados
2.1 CONSIDERACIONES GENERALES ...ttt st i b s st b a7
2.2. FARMACOS SELECCIONADOS ... cocovicrniinaninam A S A e S - 47

rHr oy B (e R e L S R S L R B N e B PPN 4
2.2.1.1. Propisdades fsrcaquimices y farmocoldgicos de BE s 48
i LI TAICIOIIN - vt o i v e o  kisa o ofe m i irg Fi ce t i L
2.2.2.1. Propiedades fisicoguimices ¥ farmacaid@icas de CMP .o 5

2.3, POUELECTROLITOS SELECCIONADOS .....oivisi s s ssimn s imsa s s ssa s arm s s .53

2:3.1. POUMETACRILATOS .o covimiisians ok i P L e i L e e e 53
B T - o R 55
. o B T R T R S S e oA S O e . |
A Rl R i L bR L L A o
A ol T o B ) 57



R A N R e e s ket i e o i e e T
e B g 1 L | (R ot e e e s R Sl R R P Y i LR L &0
T TR EMRERBEMEN & i s i s ki iR

2.3.2. TITULACIOMES POTENCIOMETRICAS DF D05 PE SELECTIORMADINS 1 oeviirarinrmsimrmsrmresimrssses i sesmipssearesess ser 3

8. REFEREMERAS . ... oo e e rmn i e b 4 e g b s s drdrs i s ]

Capitule 3: Estudios in vitro de la combinacion de BZ y CMP

3.1, INTRODUCCION...... = | 71
3.2 MATERIALES Y METODOS. o G T e B e o e e i s

L I P I 5572 o i i e b b o e .73
Séjfﬂzaﬂmm}'m:db;d:mmm ....................................................................................... 73
3.2, EXTUBGS A WTAO SOBRE TRYBOMASTEEATER .. 0. iesersa1ssmssms sss me st s e e s et m b e et m e i 73
3.2.2.1. Obrencldn de fos trypomastigetes en cwthvos de ofleles de mamifernos .., 78
A.2.2.2 Checkerbogrd fest para evaluar ia actividod antl-trypemastigote de 82 y CP. 0 M4
.23, ESTLENDS W WITHO SOBRE BMARTHEOTES . . . i oo i miats boh s s AL 1ok et B R 10D LAt ik Th
3.2.3.1, OhPencicr 8 fos MOErOIIOm ... i i e S s 4 S i
3,.2.3.2, Actividod anti-omostigode de BZ W EMP oot et 77
3.2.3.3 Ersolye e I o T ROE MEID e ooy revi v sisrsis S esyme et ms s et Sekpe b ooy e e e e 77

3.3 RESULTADOS .....ooeemee e T T e e et R —— . -1

3.0, DISCUSION ..o i s o i e i i

3.5, COMNCLUSIOMNES PARCIALES ......oicisicrsiarmimimret siminsmarm s st 12 s s s e s s B2
3.6, REFERENCIAS ..o rcvcreeimreres = s ]

Capitulo 4: Sistemas portadores de BZ y CMP

41 INTRODUCCIOM ._...ovcee. 5 £ e S e s B7
PARTE I: SISTEMAS PORTADDRES DE BZ BASADOS EN CIPE....ocm e e mmemimtsmssmsms s sms s s roee B
4.2, MATERIALES ¥ METODOS overivarsrnrm e ki e R F A EE

4.2.1.1. Farmooo.. e i ot i e b HE P e b i e
4.2 7. METODOLDG(A DE 0BTERCION DE 105 CIPE CARGADOS 0O B i nmmiimn 94
4.2.3. METOOOLOGIA DF OBTESION LAS BALLTERBATEIULES .ot cee s eiasm e e st msms s et et .95
4.7 4, CARBCTERZACION FARMACTTECNICA ¥ BIOFARRACEUTICA BE LAS MULTIRARTICULAS ..o, 9k

4.2.4.1, Granwpmetna, aistribucksn de femadio y rendimientio de obBengion .......cccoeemnaion i

4.2.4.2. Realogia de sdlidos y propiedodes de flufa

4.2.4. 2.0 Medicidn de la densidod de StFdos ..« e S8

4.2.4.2.b. Medicidn daf doguio o2 reposa dMEAOE . o s s e 30

4.2.4.5 Medicitn de la sorcion g aguee 1 Solelones, o me e e s s s 8

4. 244 Estudias de Mberacidn de B2 desde lps multiparticatas de CIPE... e T

4.2.4.5. Aadiisis matemdtics de fos perfiles de Kberocidn de B2 desde J-trs FI'iII.|'||'I!I'|'.:I|:II'?|'|'.'|.|1'|!:I5 de-l:lFE'




4 .24 50 Comporocidn de los perfiles de fheracidn medionte & analisis del foctor de similfted
............................................................................................... P P L S T L oy KA AR |1 1
4,24 5.b, Andiisis cindtice de bos perfiles de MBermoR . i i e st v vt e 10
4.2.5. CARACTERIZACION FISICOCUNMICA DE LAS MULTIPARTICULAS oo e s e s peees L O
A 25,1, Difrevecidey e Rt o Balis i e e e vy e e P vt I

a3 o N RN CEWHIACII] it i s ld s e i st e b i it i s e R 101
& 5.3, EspectrOscORIE TP cuiiiisim e ima e o s i s o s ressi e o S AR RS 1oz

B3 RESLILTADICES 1o w1 v v o o o e e e e e s e, LIE

4.3.1. PROMEDADES FARMACOTE CMICAS ¥ BIOF ARMACELITICAS DE LAS MU TIRARTICURAR, oo iieisi s i 102
4,32, PAOPIEDADES FISCOOUIMICAS DE LAS PR TIPBRATITULAS oo s iiaiias ssmibns sasns issmeaiinssnsms cmsmsans e L 18]

PARTE II; SISTEMAS PORTADORES PE-CMP ..o v i s s s s s s s s sarasasa e w122
A IAATERIALES ¥ INETIOMDMIS ..o e sevmrmissssnsasmssrmiminssess o emss smsimsmie i n b o 44t b s e 1 40 i 122

e T T P e e i i v 4 ot o i o i e ol vt
ol 11 PR i s s i s e i i e A ot o M A 127
B O 1 1 e S 12z

4.4, 2, METODROUKIA BE CRTENCION DE LOS COMPLEIDS PE-CMP ... s st s s s sanss s L8

A 4.3, CARRCTERWEACON BIOFARMACE LITRCA DF LOS COMPLEIDE PE-DMP i 1248
4.4.3.1. Estwdios de liberppldn de CMF desge log compieios PE-CAMP i icarecaicieiimen 124
4.4.3.1. Andlisis metemdtico de los perfiles de Fberacidn de CMP desde los carmplejes PE-CMP

d.A.A CARACTERITRCHIN FISICODIUIMCE DE LAS MULTIPERTICUES .ot ianasibasisiss iebosinimt oesc oo LED
S B L, DRFrroeieies chm ROt T MV .o cuvsi o mssasd s s i s s st s L
4.4.4.2. Microscopio dpbicn de I BEMTBIEE ... e imecimsi it scsieimses s g i s b st s 125
A B e st FII, i et et i et i e e T e

A PERURLTIAHDNE . o o s e e i S S 0 b SR L B P L R S S R i - 125

4.5.1. PRDPIEDADES BAOF ARMACE LITICAS O LOS COMPLERDS PE-CMP .. .. e 135
4.5.2F. PROPIEDADES FISICOOUIMICAS DE LOS DOMPLERDS PE-CMIP .o iiniiiiitins e miimm s mn s s emsemcmt e m 179

M TR RN i b e e e i e e S e ) e e o v
A7 COMCLUSIOMES PARCIALES ..o wimmimsiurssminimims svsssimsninsms v on fn s o o v v i v g v v st s .- LB
4.8 REFERENCIAS..... —— i S M pr— I

Capitulo 5: Estudios in vive de eficacia y seguridad

PARTE I ESTUDIO DE BZ ¥ CMP COMO F TRIPANOCIDAS ..cvveaie e s s e 153
S MATERLALES ¥ TS . i e L L L L L 153

e TG T R S S 153
- W I ] R S e R o U S LR s IR Y R B I T U R 153
o TIPS e e R e e e P T 154

C.2.3, ENSAYOS W WD EN LA FASE AGUDA DE LA BFECCKON OO T, CRUDY. ..o seees s imm s ems e s mesmres smemrrm s rareren LB
5.2.3.1, Primer disefin exmerimIeiim o e i cnanamsisim s e e s s s e s s s i A




5.2.3.2 Segundo disafis experimeaiol. .. .o imiie e s s e s s L9
5.2, EMSAYO DN W0 EM L& FASE CRONICA DE LA INFECCION 008 T, ERUE [FCT] i iiisssisscaicsas 156
.25, EMSaro GE HEPATOTONCIDAD W W e ermres el b A L o gt s e ) L e e M e 2 156
5.2.5. PRHASITERG ¥ ANALEIS DL LA SOBREVIEUA DE LOS ANIMRLES.....c0mnmienmsim s s s s s g B
5 2.7, REGISTRD OE PESD DE ORGAMDES RELEVAMTES .. oo i iniiiiiniiminsimtisboasmsia i im s sh sssassasbissans it s asses LT
5.2 B, MARCADORES BiOOL WBC0S. DE DWRD BN TENDRG. . . oo ioeimiicb i bttt nd st snas s s isania LB T
529, Esmunios etECTmochRDROGALREOS TEOGE] .o mssirimissris s imiemmsma e s s syt s evoms v s s st rmsims LT
5.2 00 HISTOUDGEIA CARCLACAE INDICE DF INFLAMACINN w2iiimieinsiamsimin s mrsirsirim e s i v e 9
5.2 11, CARGA PARASITARIA EM TEIIDD CARDMACD. ;
L B TP 7T AL T 0 Ly o PO

£ RESULTADDS i i e e e RGN

5.3.2. ESTUDIOS W VWD DE LA INFECCION POR T. CRLETEM FASE MEUDA . cooiioiiiiimmeisis smmrns it innssiirsans i s L
5221, Primmer diseiio experimendail. i tem s sab st vt st s st T
5.3.2.2, Seundo cisefo EXpEAMERIR,..ovcoreem s s s sssmyempesemt i

5.3.3. ESTUDID IN VIVD DE LA IRFECCION POR T, CAUE BN FASE CRONICE. .o

534, ESTUDID DE HEPATINTOMMITHMALY W WD i cioihaiii oeiarsmtis siasesiinssa ibaim bt it sansin s e msms passrssess e resn ke 0

PARTE Il: ESTUDED DE LOS SISTEMAS PORTADORESDE BZY OMP ... PR SRR e R I - |
5.4. MATERIALES ¥ METODODS i S PR RS T et 172

S 4.3, PAATERIALES tororrerrssessmierios e L B e e S e S 172
B 1.1, Sistemos portedar s B8 B ¥ EIP L e i vm i emsirim s pmtes it e ekt v s rrm e e LA
T RIS

5.4.2. ENSAYOS it WIWD EN LA FASE AGLIDS DE LA BFECOOM CON T, CRUE . e i imenei iamsisimnimans e Ll
521, Dy e e RO s im0 s et 1 TR —— I73

E.4.3, PARASITERIA Y ANALINS DE LA SOBREVIEA BE L5 AMIMBLES .. 11aecuimirermsrm ire et resessn s mesas ravis s mssmsimsmsias 173

54,4, MARCADORES BIGOHIMBODS OF DRI EN TEIDES.  coiciiiiimins it smsrmimsrmsrmss s searsiesrerssspssasss i mssasesiesrss b 1

L LT T 13 L. L1 o, I -

5.5, RESULTADOS .. s i mamres mepa s s s 173

5.6, DISERISIOM ..o e sararsrmrmrmsmes YT e e PP Py 18 LIV, i 1]

5.7, CONCLUSIONES PARCIALES ..., — 1am

5.8 REFERENCIAS.....cccum. sisi i mad [ e e e

Capitulo 6: Formulaciones pediatricas de BZ

61 INTRODUCTIOM . .o mmisssnscasanas e SRR |

PARTE |: SUSPEMSION EXTEMPORAMER DE BT ...imrcrcrmrrmiminirsismsmmmiars s esssssormsaserarsimsesssareparmrmsmssss. 193

6.2, MATERIALES ¥ METODOS . .vocrcemsrmens AR, e e L e e 133

B IO £ 1 v ot bl ! k| i i Pl S i o B Pl 5 bt s M
B2, PREPARASOSN OF L SUSPEMSKIN OF B ALL M 0icmris mrrsenivrresinninies mrenms i mims s ierrs ity sy s drms vaser o s o bd &
6.2.3, EVALUACKSM DE LA ESTABRIDAD FISEa DF LA SUSPENSON . .iciroriani simrrmsrrrmresr i rmrre e srssrsssr srasr st ver e s b A
B2, ESTUDIOS DE L& UMIFCEMIDAG DE COMTTMD0 T LA SUSPFMIN .. ..o rmrrerrsemss e crsesseeme s cee LA
6.2.5, MEHCIONES DEL PH DE LA SUSPEMBEIN 1121 aimsrmsssrores: rmiss smarsses sarse1s 11 tmsms it mesm s resess s soamer g s st smsmes L3 8
6.2.6. ESTIS0i05 DE L& ESTABILI DA T MICRDSIGUER ICA DE LA SUBPENSION .0iousimi mmmsiimsssrmis s s asss e sess L3

LR



6,27, ESTUDGS DE DSOLUCION DE BE DESDE L& SLISPEMEIIN ...ooim oo csomemseesmssas s ssa s s s s vnens I

B3 RESULTADHOE . oimscion s smimamsma s s i s e e 1 e g i 4 5 R S e

6.3.1. EVALUACION D LA LINIFORMIDAD DE OONTENIDD Y FH oo e e s sms s e s R [
B. 3. EVALUALION DE LA ESTASIIAT MICROBMADGITA ..o..o.eoveecs o mssmscssosris et e memes S B 199
B.3.3. EVEBLUACION DE LA OISCLUCION DE BZ DESDE LAS SUSPEMSIINES ... 00o0i e cossssinssssms canms v csamsesnes 198

PARTE Il: COMPRIMIDOS E HIDROGELES AZUCARADOS MASTICABLES s eseens 200
B8, IMATERIALES ¥ IMETIONIS . oo crmsmsmsosme bt mrmamass rmsmrmrmssrm o mre peveyasarars pept e es st s ta e bt e s .. 200

Bl TR IIBR - e i oy g e Ry e St P o T PO RO S PP TRANCY | 1 1
6.4.2, PREFERACSIN DE LOS HIDADGELES AZUCARADOS MASTICABLES [HAM | isineims s 200
B4 3, CARACTERIZACION [F LOS HAR . SAPSHE S Rl Tty | .
E4 3T Detemmﬂndefaunﬂ’nrmdaddepemydemnmmeamm ........................ i =
B.4.3.2, Andiisis mooldgics de fas HAM
6.4.3.3. Estudios reckdgicos de fos BAM..... oo s i i s s s e i 202
6.4.3.4, Fstudiog de disalucidn de B desge 105 HAM o iimisiimiimiimis s 203
B4 3.4 Estudios de extobilidod oe dps HAM........cimimimimimisimim oo siemsaimsesmssme s smsme e S0EE
644, PREpARACION DE LOS COMMPRIMIDDS MASTICABLES .. LI el e ey L el YL R L R LR TR ) |
6.4.5. CARACTERIZACION D€ LOS COMPRIMIDOS MASTICABLES .. s e e o e s A
f.4.5.1. Determinacidn de fa uniformigad de peso rde Fﬂﬂl‘l.'ﬂh'ﬂ-. i 204
&.4.5 2 Determinacidn de o duresg de fos comprimidos masticofies .. 204
&.4.5.3, Determinacidn de o frioghiload de fos comprimidios masticables 204
E&4.5.4, Ensoyo de desintegracidn de los comprimidos mashieabies ... s L5
E.45.5, Estudiog de disalucion de BZ desde los comprimidos masticaBles. ... 205

6.5, RESULTADOS L L 8 £ 81815 e o g i PP A e PR . ¢

Sl BRI DL I et o s e i e g o e i e e A 208
B.5. 2. EVALUACION DE LO5 COMPRIMITNIS BASTICABLES L .o iiis st iotisin i sidimsissmoessm st smb mesms b b frems bbb 210

B, DRIENEIENN . o bt e e e R - 214
6.7, CONCLUSIONES PARCIALES .o srsr s rsss i s sasanass ATy |
B TPIIRI T I . i i 4 b b e o ot e i i o 122

Eapitu]u 7: Validacidn de una metodologia de HPLC para cuantificar
BZ en plasma humano

.21, BEACTIVOS UTILIZADDE Looininsimmimsmsssmrmasssins 229
7.2.2. EQUIFAMENTD ¥ CONDICIONES CROMATOGRAFICAS .o ooverm e e msrmtratmtens e i L |
1.2.3. PREPARACHIN ¥ PROCESAMIENTD DL LS SOUUCEONES DE CALIBRACKON ¥ DE LAS MUESTRAS D BT EN PLASKE
b el e b S N 3 e LS P P e o (RN b3 T P 230
F1R 1. Preporockin o Krs SONUCTRET SE0CE o o iiinrrrraneinirebaris e e e v v gt imind e b o bmh ik s i s S0P
Foii 3.2 Prepuraciiny G ATS FIABSEIIE Joauua i fina tanss oiss ian sy o 43824 K248 it s 5 sd et i e o 230
.24, WALECION DEL METODD BRBLTION .. o..cc oo cecmssme mams st mersms s et s ey e e e A 231
F24.1, Construccion y onolisis o &7 e o CoBBFIEIBN . . ..oue0cieei s s e 231

wii



T 2 Tt O TR o o sy s s v i o e i T v R
e N e e | B ol el ' e e i 231
Fod ol B PreTiSOn  ENOCIELRT . cu ravims v vt i v e e v 8 b e i e e e i o e 232
72423 Recuperackdn ... e i i o v 0 o i e § s i i i e
72424 L.I'm.h'ed‘edem:clﬁn e A T e s R
72425 Limite rrlj'en'nl‘d'!clr&r‘l.l‘n!,fn'-t‘ﬂlf‘:'d'ﬂ dederer-rhi-n i et e
224,06 Especificidad ... (O, N e N, OB S W 233
b e [T e e BT ) e e SR A PP S P S B R, S LR T T P L T WL L 233
7.2.4.2.7.0. Estahidad en ciclos de congefado-destomgelamks. ... 237
2.2.4,2.7 b Exfabilicernd podt-prapargiiil. . e miamisimsnsissimsi s s e S 0

T3 RESULTADODS (o conmmianmma i srmimis mnm s s s ma s i s s s s rm s s mi e s m e i e 234

731, Estuoic POR HPLC DE B En FLASAA MUSAND ..o i ra s e gemer 234
T2, PR E VRS D VA NI i o i o B P P P L At i ST

T DR L S e e R | 7
7.5, COMCLUSIOMES FARCIALES oo e seemsmscomsmss momsbsss s e sisisisinis SR .. .|

7.6. REFERENCIAS.......... o S A2 AR PR m A b S 239

Capitule 8: Conclusiones generales, proyecciones y perspectivas
8.1 CONCLUSIONES GENERALES ..o mueiainimss st sinssimiss s st e e b e s pevarare asesmsntare erssasare 43

8.2 PROYECCIOMNES A CORTO PLAZD ¥ PERSPECTIVAS A FUTURD..........ors et 248

Anexos

ANEXO 1: IDENTIFICACHON ¥ CARACTERIZACION DE BZ EXTRAIDO ¥ PURIFICADO DESDE
COMPRIPAIDES COMERCKALES o i vimsr i i s permis i sism st o i 4 s o 4 0 Pt S s e s MMl

ANEXD 23 NEUTRALIZACION ¥ CARACTERIZACION DE CMP MELITRA coo.oovi e vonsmsmissm semsiinsssss sssasss M
ANEXD 1; DIFRACTOGRAMAS DE RE DE POLVD w s siasisis s s s s s s s s e XL

AMEXD 4; ESPECTROS FT-H cssmmausnmmms mmimeismsm s e et KL

Publicaciones generadas a partir de esta tesis . mmmmmsms e LI

Wil



Tabla de contenido de figuras y
tablas

Capitulo 1: Introduccion general y objetivos

Frsums 1.1, ESGUEMS TRIDIMENSIONAL OF L& MORFOLOG DE LS TRYPORAASTIGOTE DE TRTRAMDSORA CRLZTY S1
TR R I o o e e T S L s o L ol

FisUmA 1.2, CIOL0 BO0OG00 DEL PARASITO T, CUEA i iremims iy ms sriim s ot e s et e S 1 p et b i

FIdURA 13, MAaPA OF RESGO DE SARGENTINA DESAGRESADD GUE MUESTRA EL RIESGO DF TRANSMEION vECTORIALY
I I B s e e i e e S R e e e S T e L e a o e ]

Figuna 1.4, Frrcea Es ATRIBUTES CONMDERADDS DUSANTE LU OUSERD RACONAL DL MEDICAMENTOS, i anald

FiGuRa 1.5, FOTENCIALES PROS. IMAS PRUSENTADOS POR LOS FOUE LRaTaN S0 UTILIESCKIN ¥ PULDEN 562 SUPERADDOS
FOR MEDND DE ESTRATESIAS FARMADOTECHICAS U OSTEMCION DE DERIVADDS FARMACEUTIONE. o 1T

Fisura 1.6 EsSqUEsA DE D REALIZEDD EM EL GRUPT DE INVESTHGACHON EN DONOE SE EVIDENCLAN LOS DIFERENTES
NTNELES D ENPEMMN ENTIMDICIN 4 g oo .45 i 5 o i i 4 i o o i

TABLA 1 1. ANGLINAS VENTARMS ¥ LMITACIONES DELOS SLMBEF. ... i e e LB
TaBLA 1.2, PROPIEDADES FISICOOUIMBCAS OF LOS FOUE COMDSDOHAN EL SERODESLM ..o 18
TagLa 1.3, CARACTERISTICAS FARMACOLGGICAS ¥ BIGLOGICAS DE L0 F OUE INFLUYEN EN EL DESERD DE SLM............. 20

TaBLs 1.4, A5 0s FOUELECTROLITOS ACTUALMENTE LITILZADCS CORD EXCIPIERNTES FARRACELITICOS [Hl:l.ﬂ'l'.l &
INARATAR, 2008; FOWE, SHEDEY, & CIINN, TOD8Y...-..ooovo oo oscsasis st steas et erss st esmesssiasiors BB

Tanla 1.5, PRINCIPALES CARACTERIETICAS OF LGS CORPLERTS CONSTITUIDGS PO PE AC100E v BASICOS Comn
PORTADORES OF F IOMIZABLES DE CARGA TIPLIES TR o omiisim oo sissinas s mis s so i a6 e sisssss st sissssamisiosssss 38

Capitulo 2: Principios activos v excipientes seleccionados

FHEURA 2.1 ESTRUCTURA CRHRAATE B2 ..., ... sim s msumsms o om0 s emsbm s et ettt et et .48
FiEURA 2. 2. ESOUERA DE LOS PASDS BWOLUCAADOS EM EL MECANSEMO DE ACCIONOE BEZ. ... a3l
T e R o o T DT S T | R ST A PRt - |
FiGuRa 2.4, INTERACCION OE CLOMIPRARINA Con TH, MODFICADD DE [Frra & Pascur, 2002 . 53

FIGURA 2.5 ESTRLCTURS DANRICA DEL EUEHHEIT‘ I i o s o e e i i 4 8 = 35

FIGURA 26. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS ELDRAGIT L100 {EUL) ¥ 5100 (EUS). LA RELACSON DE GRUPOS ACIDOG
canpoaiLicosfurinanes ESTERES £5 101 EREUL ¥ 102 BB EUS, oo eresciieeomsmsmsmses e ssmsma st erresessmses 9B

FIGURA 2.7, ESTRUCTURA CLANICA DEL EUDRABIT LLD0 S5 civeveiasmssiessaisiscssssissmssstatsssssssissainisssatiisisstasnasa ST
FIGURA 2.8. ESTRUCTURA QUIMICA DEL EUDRAGIT FS 30D .ot et me e mrenes _&57

FIEURA, 2.9 ESTRUCTU R SR BIVHCA DEL CHITEGAM ., oo dici o vosim s timsidim simind b iy mebos i s ek s et sy b &0




FiGuRa 2,10, ESTAUCTURS CHARICA DEL ACIDD ALGIRIOD oo cii ncssmasissssmmrmsm e s srayers s nsass s sasss s B
FiGURA 2.11. TW0OS DE BLOOUES EN LA ESTAUCTURA CAEPECA DEL ACIDG MLGINITON o snessmn ssinsisins e B
TaBLA 2.1, PROPEDADES FISICOOUIMICAS Y BICFARMACEUTICAS DE B TERES DELBZ ..o iiiciicisiceisienssisrie s BB
TABLA 2.2. PEOMEDADES FISICOCLIMICAS ¥ BIOFARMACEUTICAS DE INTERES DE LA CMP e 51
TaBLa 2.3, CARACTERISTICAS ¥ PROPEDADES FISCOOURICAS DE INTERES DE LOS POLMETACRALATOS SELECCIONADDS 5B

TaBLa 2.4, CARACTERISTICAS ¥ PROFEDADES FISCOOUIMICAS DE INTERES DE LOS POLSKCARIDOS SELECOIONADOS.._.. 63
Capitulo 3: Estudios in vitro de la combinacion de BE y CMP

Ficuma 3. 1. PROCESD ESGUEMATICO PARM, L DBTERCION DE LOS THYPOMASTIGOTES DEL T, CRLN DE Lk CLPA
TULAHLEN, SOIERE LA BESE DE LA UTILIZACION DE OULTIVOE DE CELULAS WERDL ..o.ouiismiimim iminiosisomsis maimiinicais 080

Ficuma 3.2, ESCUEMS QUE REUNE TODDS LOS PASTS NECESARAINS, DG COMPONESTES ¥ LAS CONCENTRACK®ES OF B2 ¥
CMP EMPLEADAE PARE EL DESARROLLD DEL CHECKERBIMAD TEBT. ..o muimiiniinsemesiiah msas b e b s s s i 5

Fisusn 3.3, ESOUEMA DEL CHECKERSOARD TEST EMFLEADCHY LOS RESULTATOS ORTENIDOS EXPRESADODS COMD % DE
MLERTE OE L5 NRRSIITIN: £ dees li  v s = S i o T T R B o i e b e s e e TE

Fasuea 3.4 |SOBOLOGRARMA DETENIDD PFARA LA COMEBINADON DE CMP Y BE FRENTE & TRYPOMASTISOTES DE T. CHL.

Fauma 3.5, [MAGENES FEPRESENTATIVAS DE LAS IMMUNCFLUDRECENCIAS DE LOS MACROFAGE0S DIFERENCIADOS DE
P DA 50N [ INFECT ADOS COM T, UM, MO TRATADDS [MEDD | ¥ TRATADDS (0N CRFERENTES
CONCENTRADIOMES DE B2, sOLD 0 e COMBIMNACEON CON CMP. ..o sini s it i s s vy 00

Fecumn 3.6, ANALISS CUANTITATAD OF LA ACTIIDRT TREPSMNOCIDA FRESTE & LOS ARASTIGOTES SO TRATADOS [MEDRD)
¥ TRATADOS CON DIFEREMTES COMCENTRACIONES O BE, 5000 © EN conBmaCiOn Coo CMP. iimisimis., 80

Capitulo 4: Sistemas portadores de BY y CMP

FRGURA &.1. ESOUEMA DE L& METODDLOGHS DE OBTENCION DE LOS CIPE MULTIFARTICULADOS . _ove.iiiesisceieimiosin. o6
FOGURA .2, DXETERMMNMACION D LS B gy W llogy coouiersnmtiiastimss s simbissmsss st s b b sttt dics B
FIGURA 8.3, ANGLILD OE REPOSE EHMIMITD 1 vaexscem1iesmss i tatii et i st b a1 b

FiGurs 4.4, ESOUEMA REPRESENTATIVD DEL EOUPD UTRLTADC PARS LA MEDICION DE SORCION CE SG0A O SOLUCIONES,

FIGURA &.5. FOTDGRAFIAS DE LAS MULTIPARTADULAS DBTEMIDAS. (oiiicimiisioiansvasnnms i st st ianases e b st e LS

FrauUrA 4.6, SORCION DE FLUIDOE CESDE LAS MULTIFASTICULAS EN Uik, 8aass D “50 WG, 4] PERFIL DE SOR0KN DE
AGUA E] PERFIL DE SOACION DF SOLLICION SASTRICA SIMULADA SINENTRAAS DEPH 1.2 i 106

FiGURA 4.7, AFARIENCIA WISUIAL DE LAS PASTICLILAS D€ EUE-EUL-BZ ¥ CHIHAA-BI" DURANTE EL ENSAYD DE SORCION O
LR CAC K DR MY I I L o e i e i e L A i R N

FiGURA 4.8, PERFILES D€ LUBERACION DE BZ £ AGUA DE LOS CEPE DBTEMIDOS LT LUZANDD COMO MEDUD DF
BT P M S UL s s i a1 S 08 L 1 L L 1 LA0E

FIGURS 4.9, FERFILES DE LBERACION DE B2 £ NaCL 0,9 % of 105 CIPE DBTESIDNS UTLIZASDO COMO MEDD OF
ENTERNEEIEN BB MBI s e o b v el ey v s rrye s ik e s bt LA Y



Frguns 4,10, PE=6LES DE LErarcion DE BZ UmLzasoo fL BETODD A — LISP pe Los CIPE CRTENIBSS UTiLZaND0
COMD MEDIO DE INTERACCKIN A} AGUA ¥ B) MEZCLA HIDROALCOHNICD, ..yyrssssimiraarsimisassisissisisiiinsininal 11

FiGuRA &, 11. PERFRES DE LBERACCH DF BZ UTILZANDD EL METOD0 A— USP DE COMRBINACONTS DE CIPE con
DIFERENTE COMPORTAMIENTO DE LBERBCIOM. ...ovscrer s ssmrsses sessms s s tesess s essmtesmsses e 112

FiGURA &.12. PERFILES DE UBERACKN DE BZ UTILIZANDO EL METODLO A — LESP EM Pusiocnd DEL TAMARD DE FARTIOULE,
[E ACUERDD O LAS [oF EREMTES FRACCIONES DBTINIDAS, & PARTIR DE LOS CIPE OBETEMIDOS UTIUZANDO MEATLA,
HIGROALEOHOLICA COMO MEDID DE INTERACCIOM. &) PERFILES DE LIRERACION DESDE EL SISTEMA Cn-A8-BT™ &)
PERFILES DE LIBERACIOM DESDE EL SISTEMS ELE-EUL-BZ™, .. o rnmisrsssrmirasnarassnssss i nasisanssnc 113

FiiGURA 4.13. [MMAGENES OF MICROSCOR COMFOCAL PAREA LOS SISTEMAS Chi-A&-BT ORTENIDOS B MEDIO ACUOS0
(IZOUIERDA | E HIDACHECCHIOLIED {DERECHAL -\, 1rmrrrrerro e v et anain nes aset s s mtisrssianasnsssss 1 140

FiseRa 4,14, BMAGENES DE MICROSCOMA CONFOCAL PARS LOS SI5TEMAS EUE-EUL-BE OBTENIDCS FM MEDID ACUDE0
{IZcxmEnDA | E miDROAMCONOLCD (DERECHAN 2o L i s b o L 115

Figimia 4 15, IiAGEnFS DF MCBOSCORA CONEDCAL PARS LOS SETEMAS EUE-EUS-BF OBTENIDDS EN MEDID ACUDSD
| EonmERDA] E MIDADALCOWOUACD IDERETHAL c.oii oot cermeieemamemsseemssssmssasmrem msmsers s mes sressasmprampense R, s |

Focuma 4. 16. IMAGENES DE MOCROSCOPIA CONFOCAL PARA LOS DSTEMAS EUE-EULD-BZ OBTENIDOS EN MEDID ACLINSD
[ EOANERDA] E HIDROALCOHOUCD {DERECHAL .\ o..eyovmrorrnrcsrrorserisrersreriarersreresrerarsrssrassstessssaresiosostarcn 117

Frsura &, 17, IMAGENES DE MICROSCOPLA CONFOCAL RaRA LOS SISTEMAS EUE-EUFS-BZ O&TENIDOS EN MO ACUD
[EOANERDA] E HIDROALCOHOICE [DERECHAR wrisimiisiissimmis itrsinminsn a1ian s sisaisasss asssi s sssismanaini s L 17

Feauma 4, 18, DIFLACTOGRAMAS DF AX OF POLVOS ORTEMIDG PARA EUE, EUL, EVE-EUL-BZ, EUE-EUL-BZ™ v La
Rl ISR I P o o e o P A P G i L T

Foumn 4,18, DiFRACTOSRARAS BF B 08 POLVOS ORTENIDD Baka Cll, Ad, Cis-AA- BT, Cui-AA-BZ™ v 18 MEZCLA
PR LIV i e 1 e st s s AL 03 T M B e Mt M e R Y 119

Frguma 4,20, EspecTaos o FT:IR onTENIDOS PARA EUE-EUL-BZ", EUE-EUL-BZ™ v La MEZCLA Flmca [MF). ....... 121
Fialima 4,21, FAPECTROS 08 FT-IR GRTEMDOS 2ARA CHIFAR-BZ", CHRAA-BZ™ ¥ La mEZCLA Fisce (MF). ... 122
Figums 4,22, PRsfILES OF UBERACHIN OF TP EN AGLA DESDE LDS COMPLEIDS PE-CMP. (i i 127
FiGURA 4,23, PESFILES DF LBERACION DE CMP EN NACL 0,9% DESDE L0S COMPLEIOS PE-CMP, .....ooveicrn 127

FIGURA 4. 24, PERFILES DE USERACKSN OF M DESDE LOS COMPLERDS PE-CBRAP, UTILIZAKDD EL METODG 4 — LISP (2 H
£M 750 pal DE soLucidn o HOL 0,1 M sEcuino oE 4 H e 1000 kil DE SOLUCIEN TAMPEN 0E PH 6,8, 128

FIGURA #.25. Do RACTOGRAMAS DE RX DE POLYOS OATENIDD PARS LOS COMPLEIDS PE-CMP ¥ LAS MEZCLAS FSICAS
CEE T2 ] 7 e TR R T Ll el o L B e e it 1 M R AT (7 r .~

FisURs 4.26. MICAOGRAFAS SIN ¥ CON LUZ POLARGATS | 200} CATEMIMAS PARS LOS POLIMERSS A4 ¥ EUl, LO8
COMPLERS AA-ChiPyy ¥ EUL-ChiPun, ¥ LAS RESPECTIVAS MEDOLAS FIHCAS. oot 130

FiGups 4.2 7, ESPECTROS DE FT-IR OBTEMIDOS FARA EL COMPLEID AA-CMPre ¥ SU RESPECTIWA MEZCLA FiSiCa. ... 131
FiGuna 4.28. Esprormos o FT-AR OBTENIDOS PARS BL COMPLEID EUL-CM Py, ¥ SU AESPECTIVA MERCLA FICA, 131

FiaURa 4,39, SECUENCIA DE EVENTOS OUE OOURREN DURANTE LA LISERACION OF U F DESDE LoS CIPE, LUGO DE
POMERSE EN COWTACTC CON FLUUIDOS FINOLEGICDA, ... s st issssmiia s st siassasmtssismis s ssie 130

TaBLa 4.1, ToeCACION DEL TAPMARC DF PARTICUILA ¥ PORCERTAIE RECOLECTADE EN CADS FRACOION. ... B LIE]



TaBLA 4.2, PROPIECATES DE FLUID DF LAS PARTICUILAS COMD MEDIDA (£ 54 COMBORTAMIENT G RESLOGED:
PARAPNETAOS EVAULMDOS EM Lb FRACCION 16-20 .o ciesiimisssms ssssass s ssmssssmssn sisinss snssess s o L

TaBLa 4.3, VELOCIDAD GE SORCION OE LOS CIPE, DETERMPLA DA FOR REGRESION LMEAL DE LO% GRAFICOS DE WOLLIMEN
DOESORCHIN BT FLIMCION DEL TIEMPL. . .oeeisersscrmsrmsmsrmssm s crrmsresmsrms o s semsm s s s mes e e sess s mas s ses s e 105

TABLA &, A CINETICA DF LRERACON OF BT DESHE 105 CIPE B AGLA ¥ MACLD, G %, SOBEE L4 BRASE DE LAS ECLIACIONES
D S B A PP PR o s s o s o i ol i i i 8 e s T

TABLA 8.5, CaNTIDAD NECESARIA DF CRAP PRIA NEUTRALIZAR EL 50 % DE LOS EQURVALENTES DE GRUPOS ACI005
IOMIZABLES DE CADA PE, REFESENTIADA & URA MASAIGUALA L GDE PE. ..t 124

TaBLA &.5. CINETICA DE LIBERACKHN DE TP DESDE LOG COMMPLEIDS PE-CMP Ex aAcua ¥ NACL 0,9 %, SOBFE LA BASE
DE LAS ECLIACIONES DE HIMELICHT ¥ PEPPAS ... oot imi 2003304 o ks £ b e e it e s e 128

TeBLA 4.7, EL INDICE DF Cakk (1T ﬁ:lmnﬂmﬂﬁﬂEILLLl‘.‘l DE SOUI005 FARTICULADOS [STANFORTH, 2002).133

TaBLA 4.8, EL AWSULD DE REFDSD COMO INBICADOR DE LAS PROPEDADES DE FLUSD DE LOS SOLIDDS PARTICULADOS
USTASEFONTH, ZOOR].rcvvoevvssssiossesmseseesressersarssescspesseeses srmssoressseessasesiesestoseesessmeeeesseseressassasesesnese 133

Capitulo 5: Estudios in vivo de eficacia y seguridad

Froera 5, 1. PROCESD OF INOCULACION DE LOS FARASITOS EN LGS mATomES BALEN: Pom pME0IG OF La ADMINISTRACION
INTRAPERITOMEAL DF SANGRE INFECTADS DOM T, DAL 1o ciismihosinsinssinios smssmsissmiimsisscsimsba ot ons casmsmsnss L

FiGuAs 5.2, PROCESD DE ADMIRSTRACION OF LOS F POS WA PER-DAAL, .o e immimmsssrseansicanassssssnoies L3S

FIGURA 5.3. PROCEDIMIENTO PARA A] AMESTESIAR & LOS RATONES 0N YAFORES DE ISOFLUCRAND ¥ B EXTRAER SAMGRE
PERIFERICA POR PUSSCROR INTRMCARDMATA L . csisiossis oo mai ol o s s s 0488 b e i 157

FIGURA 5.4, AZPRESENTACION ESCRUERAATICA DE LS POTEMCIALES DE ACOON REGISTRADDS B% DWERSDS TENDOS
CARDAEDDS SEGUN LE SECUENCIA DE ACTIVACIAN ¥ S0 CORRELACHOM COM EL ECG DE SURERFICIE. SE PRESENTAN,
TAMIRIER, LS TESDOS QUIE GENERAN POTENCIALES [E ACCIGN 'C-*!"DEPEHH&ENTE!& (MmO SA Y AV v Ma'
DEFEMDIENTES [AURICUILAS, VERTRICULOS ¥ SISTEMA HIS-PURKIMIE) e msmsme s s e b3S

FIGURA 5.5, &) ELECTEOCARDIOGAARD UTILIZADD ¥ USTEMA DE BEGISTRO TP LEADD PARA LA REALIZACION 0F 105 ECG.
B] RATOM AMESTESIADDOS, CION LOS ELECTROOOS COLOCADOS PARA REALIAR ELECG. o 159

FiiurA 5.6. EFECTDS DE B 50L0 ¥ b COmsmaDonN Con ChP & D055 Fiie SOBRE L PRHASTTEMA DE LOS RATONES
B B B R T =5 e L e s e i o b i s L s i i e L 161

FruRa 5.7, EFECTO DE B2 S00LD ¥ EN COMRINAOON CON CRP A DOAIS Fua Bk LOS BATONES BALB/C mepcTanos, af
PESD RELATIVD DEL BAZD. B) POSCENTAKE RELATIVG OE ENZIMA CKMB RESPECTO OF CK TOTAL EN PLASMA. C)
BRPERENG e ot b i o e B e et e e e 162

FiGisma 5.8 EFFCTOS OF B & DOUS FIA EN COMBINACION CO% CRAP & DOSIS VASIARLE EN FL TRATAMIERTD DF
RATOMES BALESS INFECTADOS SOBRE LS NIVELES DE PARASITERALE, .. ....ocriniimimc st esesssias semrvnssamssceres LB

Ficiera 5.9, ErfcTos pf BT & DO FUA EN CORMBINACION OO0 CRP & DOSIE vARSARLE SORRE LDS RATONES BALE/C
A} PESG RELATIVD DEL Bag, o) Pomon Tas RELATHVO DE LA Esdines CRIE RESPECTO GE CK TOTAL E& PLASIA,
IR, T TR i i o v i i i i e L

FIEwRA 5.10. EFECTOS CE BE S000 0 FS COREBACION CON TP EN FL MADDELD EOPERIMENTAL DF L& INFECCION
crfIca con T, SRL {90 [IFI:I. &) PESD BELATING DEL OORAHON. B] PORCENTAIE RELATIVG DE LA ACTIVIDAD
ENTRATH A BE CEMB RESPECTO BE Ol TOTAL FH PLASMA. ......occseree s smreesmsrss s s s s sms e s sees cesmssssmasms e 156

LRl



FiGuRa 5.11. CARACTERISTICAS BLECTROCARDEDGRARCAS. LS ECG PUERDN EVALUADOS SOBRE LA BASE DE LAS
WARTACHIKES EN- &) L& FRECLIERCU CARDIACA MONTOREADS FOR LATIDOS MMUTO, B) INTERWALD PR EC)
IMTERYALD CIT, AMSCS INTERWALDS MEEHDOS BN AILEEGLSDOS IME] . e snsi s o 1O

FiGuRA 512, EFFCTOA DF B 5000 ¥ Py COMBINACION CO% CRAP i L& INFECERDN CROMICE BOR T, CALTL &)
HesToLosia CARDIACS DE LOS ANIMALES EX ESTLIOND, LUEST DE LA TINCION oo H-E, B) INDCE INFLAMSTORID
ML THE PN 0 - g i S | e 5 o S LR 163

Figure 5.13. ADMN PARASITARID DETEAMINATO POR PCR EN TIERPD AEAL EN TENDHO CARDIACDL ... oo e 170

Fisums 5.14, EFECTOS 0 BZ 5000 ¥ EN COMERACION Cof CMP S0BRE EL PESD DEL HIGADD: EN ANBALES MO
e U S 1 |

FIGLIRA 5.15. MIVELES DF LA ACTIVIDAD DE LA ERZIFA GPT BB PLASILA, ...vc. e esm s st s smss ssmsssss s masasans P I |
Fisuna 5,16, EFECTOS OF L0 SUM pf BE ¥ CAMP SORRE Lo PARGSITEMIA DF LOG RATONES BALRSC INFECTADDS., . 174

FiGura 5.17. EFecTo of Los SLM of B2 v ORP Ex LaS DOSS SPTIMAS OF COMRINACION ¥ DO%S DE REFERFRILA SGBARE
L& RELACION D€ LOS MINELES DE EMDNAS CARDLACAS ¥ HEFATICAS. A ) RLLACION FoSCENTUAL ENTRE CK WB 7 (K
FOTAL B RENTE DB RS . o il et v e s e i i e sk v

TasLa 5, 1. ANOAMALIDADES DBRSERYVADGS, EXPFRESADMS COMD PORCENTAIE DE AMMALES AFECTADOS RESFECTD DE LA
CANTIDAD TOTAL BE RATONES DEL GRUPD BE ANIMALES EM ESTUDBD. ..o e e 167

Capitule 6: Formulaciones pediatricas de BZ

FIGURA B. 1. [MAGENES OFTENIDAS POR MICROSCOPIA OPTE0A [1OX]) 06 LA SUSPENSION DE BE DESARROLLALA POR
REFORMULACION DF LOS COMPRIMIDIS COMERCIALFS, N ALISENCIA [IBAGEN DF LA (ROUERDA] ¥ PRSP DE
LLIZ POLARGEADA [IMAGES DF LA DEREOHAL o ioiumimmmammmiarsiamm s arms isime e m s s § 0

FiGURA 6.2, CURVAS DE FULUD DE LA SUSPERSIONES OE B, FREPARADAS & PARTIE OF LO% COMSTIIGOS COMERCIALLS,
ALMACEMADAS DURAMTE S Dl&s A TEMPERATUIRA AMBIENTE [AME] ¥ EN HELADERS [HEL] ¥ FRESCAS O RECIEN
A T A T b L b e v R L St 194

FIGLINA 6.3, PERFILES OF DISOLUCES DE BT DESOE LAS SUSPEMSIONES FRESCAS (D8 D), ¥ AUMACEMADES LUEGD DE S0
CIAS, TAMNTD & TERIPERATURA APRIENTE COMO M HELADERA, SE PRESENTA ADERAS EL PERFIL DF DMSOLURON DF
BZ DEsDE LOS COMPRIMIDOS COMERCIALES D FLADAAL STACTES ¥ PULVERIZADDS. o cermomscsmsescesmrrermsicss Fli i)

Fisuna E.4. FOoTOGRAF(A DE LCS HAM CONTENIDOS BN LOS BLISTER EN DOMDE S0ON MOLDEADOS. . oiviminiimicnin o7

FiGURA B.5. [SAGENES DE MICROSCOPLA OFTICA CON LUT FOLGAIZA OBTIMIOAS FARA BE FURD ¥ FARA DOS SECTIONES
N T T I 0T R L o s ot s e o o e o i AR

FisuURA B.6. PARAMETROS REOLOGICDS EXVALLIADDS: MODULD ELASTICD [G7) [Pa], wiscoto (") [Pa] ¥ vecosiban

COMPLELS [T] [P 5] EN FUNCRON DE LA FRECLINCIA ANGULAR, & Lo D 1 ¥ 15 DA% OF LA FORMULACKN DF LOS

Frgura B, 7. PEAFLES DF DISCLUICKN O B2 BESOC 105 HAR ENTERDS ¥ TRITUSRADRDS, EN COMPARACION COM EL PERFIL
D€ CHSOLUCION € BZ DESDE LOS COMPAIMIDOS COMERCIALES OF FADRNIL . .ocvivnrimsnsssessimsessiassmeissssssses d 310

FisLIRa 6.8, FOTOGRAFIAS DE LOS CORPRIMIDDS MASTICABLES SETENIDOS. DIE 1I20UIER08 & CERECHA, CATA COLLIMNA
D COMBEMIDEG, COMMESPOMDE 4 LA DOSE bE BZ oE 12,5; 25, 50 ¥ 100 kG, RESPECTIVAMENTE. ._....... 213

FiGURA 6.9, EN5AYTD DF DESINTEGRACKIN OE UN COMPRIMIDD OF 100 rai OF B2 €14 LO% DIFERENTES TIEMSOS [F
EMSAYD), EXPRESADDS EM SEEUMIIDL ..o\ oot oo ot bt b A b stk e e e e et e I |

xiii



EsauRa 6. 10, PERFILES DE DISOLUOSH DI BT DESDE LOS CORPRIMIDDS MASTICABLES CONTENENDD D055 DE B2 0
12.5; 25; 50 ¥ 100 b4, EN COMPARACIIN CON LL PERIL DE DISOLLICION DE BY DESDE LOS DOMPRIMIDOS

TaAELA §.1, Corapmsicitih CUALI-CUAKTITATIVA DE L& FOARIULA DE LA SUSPENSN DEBE ...o.oocvvvv e, 1B

TABLA 6.2, PASERETROS FEICOS, CAIINVBCOS ¥ W CRODEI0LGEIC0S AMALIZADOS PARA LA SUSPENSEGN DE BT, HASTA LGS
OO DS DF ALMACENAMIENTO, [N LAS DOS CONMCIONES DE ALMACENAMIENTO EVALLIADAS, ...oouiiismnennn LT

TABLA 6.3, COMPOEICEIN DE LAS SIETE POAMULACIONES PREMARADAS (F1-FT), EN LOS ESTUDIDS DE PREFORMULACION,
BAK LA FORRA DE HIDRDEELES ATUCARADDS MASTICABLES (HAM, EN DOSS CE 50 MG DE BE PARS USD
PEATRICO™ . LAS CANTIDADES DE CADA COMPOMENTE SE EXPRESAM EN % BEAPECTO DEL TOTAL BF FECIPENTES

ThBLA B4, COMPOSI0H [F LA FOEMULACON DPTIMIZADA BAID LA FORMA DE HEDADGELES: AT LICAHADDS BASTICARLES
[I-IAM], EW BO5H BE S A DE B PARE USO PEDUATERD™ . LAS CANTIDNDES DE CADN COMPOMENTE SE EXPRESAM
B % RESPECTO DEL TOTAL DB EXCIPIE RTES LITIEIABGN ... 1 crresrevmeseasreesmeem spsmasm smesmdoms bt e b o e s b e em e s 207

TAELA 6.5. PARAMETROS DE CALIGAED FARMACOTECH IGA ¥ BCF ARPAACELTICA 1M VITRD DEROS HAM. ..o 208

TABLA 6.6, PARAMETROS BEOLOGICOE DE L% HAR Papasabos ENPRESADNS (OO LA PENDIENTE DE LA GRAFICH DE
LG ¥ LNG™ S LA FRECLUEMCIS ANGULAR Y ELVALDRE DF L& TAM B yoorsnsismrm s s s e e s e S0

TABLA 6.7, COMPOSS00M DE LAS SEIS FORMULACIONLS PREFARADAS (F1-FG), EN LOS ESTUD0S DE PREFORMLILAC KN,
BAID L& FORMA DF COPMPRM D05 MASTICABLES BN DOSS DE 50 MG OF B2 PARA US0 PEATIICE, LAS CANTIDADES
GE CADS COMPOKENTE SE EXPRESAN EL % RESFECTO DE TOTAL DE EKCIPEENTES UTILIZADDE. wovinicieivinimninind L1

Tagis &8, COMPOSAN DE LA FOEMULACCH DPTNIZADE BAID LA FOEMA DE COMPEIIDOE PARSTICABLES EN DOSIS
of 50 pic OF BF 2404 LSS PEMATRICO. LAS CANTIAOES DE CADM, COMPOMENTE 55 EXFRESAN EL % AESPECTO DE
TOTAL DF EXCOPIENTES LTILEEADO. vovrerrmees T L e e e M b e b e i e e 211

TasLA 5.9, KESULTADDS DUTENIDITS BE LA CARRCTERIZACION FARMACOTECRICA ¥ BIDFARMACELITICA DE LOS
COMPRIMIDNG MASTICABLES, COMTEAMNDD BF N DIFFRINTES [0S, LOS RESULTARCS SE EXPRESAN CONAD EL
FRIOMECHD DE LAS BETICIONES ¥ 500 CORBESPORNDIENTE DESWIASION FETAMBAR. ... oo revimr e resscrsreescon B L2

Capitulo 7: Validacion de una metodologia de HPLC para cuantificar

BZ en plasma humano

Figuaa 7.1 Cmond ATO0 RARAS CBTENIDOS PARE FL PLASHAL HUMEND A}Lﬂ D EI'I'HP EM FRESERCS OE B2 ¥ 51235

Figuira 7.2, CERG ATOR RARS ORTEM RO DFL ANALISS DE ESPEOFICEAD FREMTE A OTRD ANTIMICROBIANG: BEZ [TEmMPO
DE RETENCION B, 3-7,0 naita], MITRONIDAROL (TIEMPO DE BETENCION 3,5 - 4,0 sin) ¥ 51 (TEMPO DE RETENCION
T IR L i i ki b ik s o i s b b ey e e i i T

Tasia .1, RESULTADDS DEL AWALISIS DU FRECIHON ¥ ERACTITUD EN MUESTRAS DE B ER PLASMA HURAND, INTRA-Dle
e | AMTER LA PN T ikt 0 e i b Bt o el e i v ST

TaBLa 7.2, RESULTADOS OF LOS ESTUDIOS D ESTANILICAD, EXPAESA DO CORG % OF BZ CUANTIRCADO |5 %) LUBGO OE
24 ¥ DE PAEFARADAS La5 MUESTRAS O LUDGT DI SOMETENLAS A TRES CIELOY DE CONIELADC-DFSCONGELADD,
BESPECTOHOE WL ESTRAS FABSTAS. i civcsvarsassasisnss st mars 1115t 11 md w13 rovem Verrmiays ore v iy mssms o s s ey

KiV



Listado de abreviaturas y acréonimos

= ADM: dcido desoxirrthonucleico

+» BD,, biodisponibilidad oral

+» BZ: benznidazol

» BZ-CMP-FCL: BZ 25 mg/'kg/dia + CMP 7.5 mg'kp/dia, en fase cronica de la
imtescion
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» C.5. cantidad suficiente

A cantidad suficiente para
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» CMP: clomipramina
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pKa: constante de disociacion acida

PM: peso maolar
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Capitulo 1:
Introduccion general y objetivos

1.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, también conocida como Trypanosomiasis Americana,
es una enfermedad infecciosa gue fue descripta en 1909 por el Dr. Carlos Chagas, al
detectar pardsitos flagelados en sangre periférica de una nifia infectada. Esta infeccion
es causada por el parasito protozoario flagelado intracelular obligado Trypanosoma
cruzi v represcnta un grave problema para la saled pablica en América Latina. Se
estima gue hay mas de 8 milloncs de personas infectadas mundialmente, con més de
300,000 casos nuevos cada afo (Campi-Azevedo et al., 2015; Moncayo & Silveira,
2009, Schofield, Jannin, & Salvatella, 2006; World Health Organization, 201 3a).

En las ultimas estimaciones, la Organizacion Panamericana de la Salud indica que
en Argentina habria 7.300.00{) personas expuestas, 1.600.000 infectadas v mas de
301,000 afectadas por cardiopatfas de origen chagidsico, Esta enfermedad constituye
un problema sanitario prioritario en nuestro pais, que s¢ ve agravado por la falta de
ung vacuna, de tralamientos sepuros ¥ eficaces v por la presencia persisiente del
veclor en &sta drea endémica (Pan American Health Organization, 2015).
Adicicnalmente, esia enfermedad tropical s¢ ha convertido en un serio problema de
salud piblica a nivel mundial, debido a las migraciones de personas infectadas hacia
areas no endémicas (Cencig, Coltel, Truvens, & Carlier, 2012; Rassi, Rassi, & Marin-
MNeto, 2010},

La enfermedad de Chagas afecta, principalmente, a las regiones mas
desfavorecidas socioecondmicamente, A su ver, recibe poca atencidn v ose ve
postergada en lo gue respecta a las priondades de la salud pablica, sumado a la
mexistencia de estadisticas fiables, lo que dificulta su control ¥ prevencion, Esta
sitoacion, ha llevado a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a caalogarla
como una “enfermedad desatendida u olvidada®™, con el principal objetivo de
estimular la 1+D por parte del sector privado o pliblico mundial en esta drea de
vacancia relevante en la region {World Health Organization, 2015b).
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1.1.1. Agente ctiologico

El agente etinldgico causal de In enfermedad, Trypamosama cruzi, es un prolozod
fMagelada pertencciente a la familia Trypanosomatidae. Esta familia pertencce al
stiper-reino  Ewkarvata, Philum Englenozoa, orden  Kinetoplastida. Todos los
miembros de este orden estin caracterzados por la presencia de un organulo que los
define, llamado kimcroplasto (Figura 1.1) (MceGhee & Cosgrove, 1980),

La variabilidad genética de la poblacion de T° cruzi ha sido demostrada utilizando
patrones electroforéticos enzimdticos (zimogramas) ¥ ol dcido desoximbonucleico
{ADN) del kinetoplasio (Manoel-Caetano & Silva, 2007).

Figura 1.1, Esquema tridimensional de la morfologia de wn trypomastigote de Trypanosoma crael
v 50 estructun fivierna, Adapledo de (Teixeira, Benchimol, Crepaldi. & de Souza, 2011

En la sctualidad, se reconoce que la especie T° cruzi estd compuesta por diferentes
subpoblaciones, que exhiben un alto grado de polimorfismo cuando son analizadas
por diferentes métodos moleculares ¥ bioquimicos, Fstas presentan  distintas
caracteristicas  biologicas,  inmunologicas, bioguimicas vy farmacologicas,
Recientomente, todas estas subpoblaciones han sido agrupadas en seis grandes grupos
o linajes, denominados T cruzi 1-VE Ademas, esta heterogeneidad genctica determina
un marcado tropismo tisular y la variabilidad gencética del pardsito en un mismo
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mdividuo marca una distribucidn diferencial de las distintas subpoblaciones en los
diferentes drganos del hoésped, lo que, en consecuencia, podria influir o determinar la
evolucion clinica de la enfermedad. En este sentide, algunas cepas prefieren parasitar
células musculares, va sea de misculo esquelético o cardiaco, por lo que se las
considera miotrdpicas; otras prefieren las células mononucleares fagociticas, por lo
gue son considerndas retolotrdpicas, ¥ un tercer grupo, prefiere otros tejidos, dentro
de los cuales se incluve el tejido nervioso, los ejidos del sistema reproductor, bazo,
higado v tejido adiposo (Andrade, 1999). Cabe destacar que distintas cepas de T
cruzi pueden presentar variaciones en cuanto a la sensibilidad frente a la accion de los
farmacos (F)'. En esta linea, se ha demostrado que, en la infeccion experimental, el
efecto tripanocida de los F depende de la cepa empleada (Clark & Pung, 19%4:
Macedo & Pena, 1998).

51 bien existe un alto grado de polimorfismo, se reconocen dos grandes grupos
filogenéticos. Estos grupos, en 1999, fueron designados como T. cruzi | (Tel) v 11
{Tell) por un Comité de Expertos, basados en cvidencias hiogquimicas y genéticas
("International Symposium o commemorate the 90th anniversary of the discovery of
Chagas disease,” 1999). T cruzi I, estd asociado con el ciclo selvitico de
transmision vy la infeccion de marsupiales (Clark & Pung, 1994). T, oruzi 11, consiste
en cinco subgrupos relacionados llamados: lla, [b, [le, 1Id ¥ [le (Brisse, Barmabe, &
Tibayrene, 20000; vy que estdn asociados con el ciclo doméstico de transmision v la
infeccidn de mamiferos placentarios. Esta clasificacion ha sido recientementc
modificada renombrando los grupos  como “Unidades Discretas de Tipificacion™
(DTUsz) -V por consenso internacional (Zingales et al., 2009},

1.1.2. Cielo biologico del !rypanosama crug

Los protosoarios de la familia Fryparmosomatidae presentan, durante su ciclo de
vida, diversas formas que pueden ser facilmente identificadas, tal como se detalla
sintéticamente a continuacion;

o Amastipotes: de forma estérice u ovalada, son capaces de dividirse v

multiplicarse en el interior de las células de vertebrados (Lev, Fobhins,

Mussenzweig, & Andrews, 1990(),

itrmgen, provcipia aeive, apemie erapetior o droge armaotntion refferen o deka sestanci guimica o
mezeta de fuwkmchey celocknday, o orimen aatane o siaidicn, gue pesepedn o0 efiche faresaceligion
expecifion 1o empda o mealleimg umong (Rarmocapea Avpeniieng, 20

Pisina 5



= Epimastigotes: miden entre 20 y 40 pm de largo, eon kineloplasio localizado en
la zona anterior al nicleo. Estas fermas son capaces de dividirse v se detectan

en el intesting del huésped invertebrado.

« Trypomastigotes: son fusiformes, con 25 pm de largo y 2 pm de didmetro,
Cuentan con una membrana ondulante gque recorre el pardsito ¥ en cuyo borde
libre lleva un flagelo que emerge por el extremo anterior, El kineloplasio se
localiza en la regidin inmediatamente posterior al nicleo. Peeden ser observados
en la sangre del huésped vertebrado y en ol intestino posterior. heces y orina
del insecto vector. Estas formas no son capaces de dividirse, sin embargo son
consideradas la forma infectante (Tyler & Engman, 2001},

En la Figura 1.2 se esquematiza ¢l ciclo biologico del parisito, En el caso de la
transmision vectorial, la contaminacion con el insecto vector (vinchuca) (1), gue 5 un
msecto hematdfago, ocurre cuando éste pica a un mamifero infectado ¢ ingicre
trypomastigotes  sanguineos (2) que son conducidos a la porcién  anterior del
estdmagn. En este nuevo ambiente, los trypomastigotes se diferencian a epimastigotes
v algunas formas de esferomastigotes (3). Sin embargo, en el estdmago, estas formas
de transmision son digeridas. Las formas de epimastigotes sobrevivientes, cuando
alcanzan el intestino, s comienzan a multiplicar sucesivamente por division binaria
(5) v se adhieren a fas membranas perimicrovirales que son secrctadas por células
intestinales. Esta adhesion ocurre predominantemente en la region del flagelo.
Posteriormente, los epimastigotes se sueltan v se mueven para ¢l intesting posterior,
donde inician un proceso de diferenciacidn a trypomastigotes metaciclicos (5) que se
adhieren a la cuticula que reviste el epitelic del recto o del saco rectal del insecto, Al
soltarse del epitelio, pueden ser climinados por orina o heces. La contaminacion de un
huésped verehrado ocurre cuando el insecto infectado pica a un mamifero. En este
procesn, ¢l insecto generalmente defeca v orina (6), v de este modo, deposita, sobre la
picl o mucosa del mamifero, los trvpomastipotes metaciclicos, que son fa forma
infectiva (7}, pero no replicativa, Esta invasion del parasito ocurre cuando el huésped
se rasca v ose genera lesiones en la picl, por donde ¢l parasito peede mgresar al
arganismo. Los trypomastigotes metaciclicos acceden a la circulacidn sanguinea, se
adhieren e invaden células nucleadas como, por ejemplo, macrofagos (8), células
musculares v epitehiales. Inicialmente, la forma de trypomastigotes es fagocitada por
los macrdfagos, seruida de la formacidn de la vacuola parasitifora (9). En su interior,
la forma trypomastigede se diferencia a la forma amastigote v se lisa la membrana de

la vacuola {(10). En el citoplasma, esta forma se multiplica por fisiones binarias ¥
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puede tomar todo el citoplasma (113, Después de las sucesivas divisiones, los
amastigoles nician una diferenciacion, pasan por una forma de transicion (12) v se
diferencian a la forma de trypomastigote, antes de que la célula del huésped se lise
por el excesn de pardsitos (13). El lisado de la célula huésped puede ocurrir antes de
la diferenciacion total de amastigotes a trypomastigotes, lo que genera la aparicidn de
diferentes formas en el medio externo (14). En ¢l medio extracelular, los
irvpomastipotes (15a) v amastigotes (13b) poeden infectar nuevas células del
huésped.

Souza, 2001).

1. 1.3, Etapas de la enfermedad de Chagas

La ctapa aguda de la infeccidn tienc una duraciin de 4 a 8 semanas v,
frecuentemente, se presenta como una fase gue evoluciona a una resolucidn clinica
espontanes, sicndo en muy pocos casos letal (= 5 — 10 % de los casos sintomaticos)
(Rassi, Rassi, & de Rezende, 2012). Se caracteriza por altos niveles de pardsitos en
sangre v, si bien usualmente es asinfomadtica, puede manifestarse con sinlomas no
especificos, como ficbre, mialgias, adenopatias, miocarditis, csplenomegalia. Si la

trasmision es vectorial, se evidencia una inflamacidn caracteristica en el sitio de
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ingreso del T, eruzd, que en la conjuntiva del ojo s¢ presenta como el signo de
Romafia v, en la piel, se denomina chagoma de imoculacion (Kirchhotf, Weiss,
Wittner, & Tanowitz, 2004; Miles, Feliciangeli, & de Arias, 2003).

Conforme avanza la etapa aguda, sin un tratamicnmo adccuado, sc desencadena una
efectiva respuesta inmune contra ¢l T cruzi. Esto es evidenciado por la disminucién
de la carga parasitaria, en sangre ¥ tejidos, como asi también, por la desaparicion de
la miccarditis, Sin embargo, el parisito no se erradica v persiste por afios en misculo
cardizco v esqueletico. Asi, la mayoria de los individuos infectados pasan a una elapa
cronica asintomatica, caracterizada por la presencia de anbicuerpos especificos anfi=T,

oruzi ¥ ausencia de sintomatologia cardisca (Rassi et al., 2000).

Luego, la infeccion puede evolucionar hacia la fase crdnica y puede durar 1oda la
vida., Muchos afios o ncluso décadas después de la  infeccion  inicial,
aproximadamente ¢l 30 o 40 % de los individuos infectados desarrollan la fase
cronicy  inflamatoria, la cual afecta poncipalmente al iejide cardisco (Cowra &
Borges-Percira, 2012; Lo Presti et al., 2015; Rassi et al, 2010). La miocarditis
chagasica cs la forma mas comin de cardiomiopatia no isquémica en ¢l mundo ¥ la
manifestacion mids expresiva de la enfermedad de Chagas, debido a su frecuencia y
severidad (Courn & Borges-Pereira, 2012). Se caracteriza por una intensa
inflamacién, mionccrosis, miocitolisis, vasculitis ¥ numerosos pscudogquistes de
pardsitos, En esta fase, los individuos permanecen asintomditicos por décadas, duranie
las cuales exhiben relativamente pocas lesiones en corazdn v otros tejidos, sin signos
de malfuncionamiento cardiaco. Es evidente, entonces, que la regeneracion de los
tejidos blancos v su sobrevida serian criticas para ¢l estado de salud de los individuos
chagasicos, va que menos del 30 % de las personas infectadas progresan a la
cardiopatia (Rassi et al., 20010).

La cliologia de las lesiones patoldgicas de la enfermedad de Chagas es
controvertida (Bonney & Engman, 2008; Gironés & Fresno, 2003; Marin-Meto,
Cunha-Meto, Maciel, & Simdes, 2007). Una imporfante canfidad de evidencia
sustenta o hipdtesis de que el T2 cruzi y sus antigenos persisten en los drganos
blancos v serian asi, un estimulo constante de la respuesta inflamatoria cronica que
résulta en el dafio tisular (Garcia et al., 2005; Gutierrez, Guedes, Garenelli, & Silva,
2004, Tarleton, 2000), Por otre lado, algunas hipdiesis proponen v, o parbir de esias,
s¢ ha evidenciado la reactividad cruzada entre componentes del pardsite v del
hsésped, lo que produce una respuesia inmune contra auto-antigenos que podria ser
responsable del dafio tisular (Cunha-Neto et al., 2006; Gordanengo, Fretes, ef al.,



2000; Giordanengo, Maldonade, et al., 2000; Kierszenbaumn, 2005; Sterin-Borda,
Giordanengo, Joensen, & CGea, 2003). Ambas posturas avalan la hipotesis de que los

mecanismos que posibilitan la persistencia del pardsitc y la sobrevida de los
cardiomiocitos durante la enfermedad de Chagas son determinantes del destino final
de la infeceidn, asi comao lambién de la sevenidad de 1a enfermedad.

En linca con la evidencia de la persistencia de la infeccion, ha sido demostrada la
reactivacion de la infeccion en pacientes inmunocomprometidos por sindrome de
inmuncdeficiencia  adquirida (SIDA) o por tratamiento con  sustancias
inmunosupresoras {Sartor et al., 2007). Asimismo, antigenos de T, cruzi, como la
cruzipaina, son reconocidos en la mayoria de los sueros de pacienmies
inmunocompetentes cronicos chagdsicos v han sido detectados como depdsitos en
muestras de miocarditis chagdsica crdnica humana, lo que sugiere su potencial papel
en la patogénesis. (Martinez, Campetella, Frasch, & Cazaulo, 1991; Morrot et al.,
1997: Burta et al., 1990; Scharfstein et al, 1986). Aungue se han propuesio
diferentes mecanismos para explicar la persistencia del parisito, la descripcidn
completa del conjunto de eventos que participan eén el proceso de evasidn de la
respuesta inmune adn ne ha sido totalmente dilucidada.

L.1.4. Control, prevencion v diagnostico de la enfermedad de Chagas

Las estrategias de los programas para la eliminacion de fa enfermedad de Chagas
estan basadas en el control vectorial, control de bolsas de sangre de donantes de
paises endémicos (cribado de la sangre donada), control de transmisidn congénita y el
tratamiento de niftos infectados de casos agudos y cronicos (Guhl & Lazdins-Held,
2007). La inversion en estas campafias de control ¥ prevencion de la infeccidn ha
reducido sustancialmente nuevos casos de infeccion v ha dismunuido la carga de la

enfermedad en Latinoamérica.

En este sentido, los objetivos del control v la prevencidn de la enfermedad se
centran en la eliminaciin de la transmision ¥ en lograr que la poblacion infectada v

enferma pueda acceder a la asistencia sanitaria correspondiente.

En particular, el control del vector s uno de los focos mis fuertes sobre los cuales
se trabaja en nuestro pais, a través del Programa Nacional de Control de Vectores,
promocionado por el Ministerio de Salud de la Nacidn, Como puede observarse en la
Figura 1.3, la dnicas provincias en las gque se ha logrado el control vectorial son
Buenos Aires, Chubut, Santa Cruz v Tierra del Fuego; no obstante, en éstas se

encuentra presente el riesgo de transmision congénita. En el caso de Formosa, Chaco,



Santingo del Estero, Catamarca, San Juan y Mendoza, estas provineias se encuentran
en una situacion de alio resge de transmision vectorial, debido al aumento de la
infeceion domiciliaria y la alta seroprevalencia en los grupos vulnerables (Ministerio
de Salud Presidencia de la Nacidn, 2015).

El diagndstico durante la fase aguda, sc basa en la deteccion de trypomastigotes en
lia sangre del paciente, por microscopia o del andlisis del material genético (ADN) del
T. cruzi, por reaccidn en cadena de la polimerasa {PCR), para posibles casos de
infeccion congénita. Sin embargo, a pesar de la elevada parasitemia, los sintomas
clinicos no especificos, no siempre inducen a los pacientes infectados agudos a asisti
al hospital. Por lo que, ¢l diagndstico, usualmente no se produce en la etapa aguda, o
que favorece, en consecuencia, 1a evolucidn de la enfermedad en los pacientes, con el

alto costo asociado en materia de salud que esto implica.
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Figura 1.5. Mapa de riesgo de Arpenting desspregado gue muestra el riesgo de transrdsion
vectorial v congénita.

LLLS. Tratamiento de la enfermedad de Chagas

Para ¢l tratumiento farmacoterapéutico de esta enfermedad, solo se dispone de dos
F de reconocida utilidad: nifurtimox (NFX) v benznidazol (BZ), ambos desarrollados
hace mds de 50 afos. NFX ha sido producido por Bayer {Lampit™) desde 1965, BZ
fue fabricado v distribuido por Roche (Rochagan™) en Brasil v (Radanil®) en
Argentina hasta 2012 y, actualmente, los laboratorios Maprimed vy ELEA (Abarax®™)
fabrican ¢l medicamento® en Argenting (Garcia, Manzo, & limence-Kairue, 20135,
Maya et al.,, 2010). Ambos F, tiencn una actividad antichagisica significativa en la

“Medicaments refiere a foda preperacian o producio farmaséutics empleads para la prevencide, diggrdisicn
W Iratammisaro de ueg enfermedad o esfade paroldeicn, o poer modificer sisfemos fsdoideinor e beneficio
e la pereona o guien s e edminisirag (Farmacopea Arpeming, 20040,



fase aguda, con 60-80 % de cura parasitologica en los pacientes tratados (Urbina &
Docampo, 2003; Yon, Zaragoza, Jones, Rodriguez-Morales, & Franco-Paredes,
2007}, Sin embargo, a pesar de su larga historia en el tratamiento de la enfermedad de
Chagas, BZ v NFX inducen frecuentes efectos adversos, especialments en adultos
{Pinazo et al., 2010; Urbina & Docampo, 2003).

Los principales efectos adversos de BZ son la inolerancia hepitica o
hepatotoxicidad, generalmente concomitante con reacciones de hipersensibilidad, al
principic del tratamiento, ¢ toxicidad medular y neuropatias periféricas, al final del
iratamicnin (Castro & Diar de Toranoo, 1988 Davies et al., 2014; Mava et al., 2007;
Rojo et al,, 2014). MFX presenta, como efectos adversos: frecuentes reacciones de
hipersensibilidad, anorexia, pérdida de peso, alleraciones psiquicas, excitabilidad,
insomnie ¥y manifestaciones digestivas. A pesar que la informacion disponible sobre
la toxicidad de ambos F es controvertida: en general, BZ es mejor tolerado que NFEX
{Rassi et al., 2010; Rojo et al, 2014). Debido a esto ¥ sumado a que BZ presenta una
notable actividad anti-T, cruzi in vitro @ v vive, constituye el F de eleccidn para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas (Coura & de Castro, 2002 Urbina, 2000;
Von et al., 2007). Sin embargo, la quimicterapia con agentes tripanocidas sigue
siendo aun altamente nsatisfactoria, debido a las imporantes limitaciones en los
tratamicntos ¥ los miltiples efectos adversos asociados a la farmacolerapia gue, con
frecuencia, inducen al abandono por parte de los pacientes v resultan en el
incumplimiento del tratamiento a largo plazo (Coura & Borges-Pereim, 2012; Lo
Presti et al., 2005). A lo cual se suma, que en el tratamiento con BZ, se sugieren dos
tomas diarias de la dosis recomendada, durante al menos 60 dias (World Health
Organization, 1991). Este es un esquema posoldgico que, frecuentemente, no se
cumple adecuadamente por parte de los pacientes. Ademas, durante ¢l tratamiento, se
suelen generan fluctuaciones en la concentracion plasmitica de BZ, ko que se pone de
manifiesto por un aumento de la prevalencia de los efectos adversos asociados a la

terapia.

Por otra parte, en las dltimas dos décadas, s han propuesto nuevos enfoques para
la quimioterapia de la enfermedad de Chagas ¥ se encuentran bajo estudio nuevos
blancos moleculares anti-T, cruzi, basados principalmente en vias metabdlicas
exclusivas del parasito. Entre éstos se destacan los derivados de triazol como
inhibidores especificos de la biosintesis de ergosterol, inhibidores de la enzima
escualeno sintasa, inhibidores de cisteinproteasa, inhibidores de la famesildifosfato
gintetasa, cotre ofros (Urhina, 2005). En particular, la tripanotiona reductasa, es una
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enzima exclusiva del orden Kinetoplasiide, que confiere gran wtilidad, como blanco

motecular contra ef T, cruzl.

En este sentido, cabe destacar que clomipramina (CMPL es un F clinicamente
utilizado por sus efectos a nivel del sistema nervioso central (LS. National Library of
Medicine, 2015); sin embargo, tiene la capacidad de inhibir la enzima tripanotiona
reductasa v, en consecuencia, resulta de interés para ser estudiado por sus propiedades
tripanocidas ((Min-Sandoval, Moreno-Sanchez, & Saavedra, 20010; Ravaschino,
Docampo, & Rodriguez, 2006),

Por su parte, si bien la transmision de Iz cnfermedad de Chagas ocurre
principalmente por via vectorial, las infecciones congénitas o mediante transfusiones
sanpuineas s¢ han incrementado en los Gltimos afios (Carlier & Torrico, 2003:
Mufioe, Portos, Corschan, Fumadd, & Gascon, 2007), En Argentina se ha detectado
un marcado incremento en la prevalencia de la infeccidn congénita, o que afecta a los
recien nacidos de madres infectadas v se estimada que cada afio nacen mids de 1004
neonatos infectados (Negrette, Mora, & Basombrio, 2005).

Adicionalmente, los esfuerzos invertidos en ¢l tratamiento de esta enfermedad ain
no satisfacen las limitaciones asociadas a la falta de especialidades medicinales para
¢l tratamiento especifico de pacientes pedidtricos ¥ neonatales, lo cual conlleva a
fallas en el tratamiento de este grupo etario, con la consccuente progresion de la
enfermedad. Esto es debido a que sdlo se dispone de comprimidos de 50 y 100 mg de
B, ¥ estas formas farmacéuticas disponibles, son actualmente fraccionadas para ser
ulilizadas en los recién nacidos ¥ nifos. Esta sitsacion  puede resultar en
consecuencias indeseadas, tales como dosis inapropiadas v aumento de los riespos de
desarrollar efectos adversos (Garcia et al., 2015). En este sentido, cabe destacar que la
eficacia terapéutica de B es alta v gque los efectos adversos en los nifios se presentan
con menor frecuencia y severidad, comparados con los adultos (Pinazo et al., 2000;
Urbina & Docampo, 2003), pero la limitante con relacidn al tratamicnto de la
poblacion infantil, se debe a la fala de disponibilidad de medicamentos adecuados, en
dosis ¥ formas farmeéuticas, para la farmacoterapia pedidtrica (Garcia et al,, 2013},

1.2. Diseno de medicamentos

Todo medicamento es admimistrade con ¢l propdsito de curar, aliviar, prevenir o
diagnosticar enfermedodes en seres vivos, va sean humanos o animales. Existen

diferentes criterios que permiten evaluar las propiedades que reflejan la calidad de un



medicamento, lales como identidad, pureza v potencia, como asi  tambiém, el
comportamniento  farmacoterapéutico gue éste exhibe, en tbrminos de eficacia,
seguridad y confiabilidad (Joseph & Gwen, 2002). En esta linea, la racionalizacion en
el disefio de medicamentos se sustenta en metas predeterminadas, para conferirles
Gptima eficacia, mdxima seguridad y confiabilidad en la accion medicamentosa
{Figura 1.4).

Optima

eficacia

MEDICAMENTO

Wiaxirma
confiabilidad

Figura 1.4, Principales atributos considerados durante o disefio racional de medicamentos.
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Son numerosas las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de un F que inciden
directamente en el disefio de un medicamento, en su forma farmacéutica® v en la via
de administracion. Dentro las propiedades fisicoquimicas, se pueden mencionar:
solubilidad acuosa, estabilidad, constante de disociacidn dcida (pKa), coeficiente de
reparto ¥ permeabilidad cfectiva, Por su parte, en lo que respecta a las propiedades
bioldgicas, se deben tener en cuenta; absorcion, distibucion, metabolismo, tiempo de
semivida de eliminacion v el margen de seguridad, entre otros (Chiao & Robinson,
| 998). Adicionalmente, deben considerarse los factores propios de la via por la cual
¢l medicamento serh administrado. Por ejemplo, si un medicamento es administrado
por via per-oral, se evaluard su performance en los diferentes escenarios fisiologicos
del wracte gastrointestinal (TGI), debido a que el tiempo de residencia de una
formulacion estd influenciado por ¢l ticmpo de vaciado gastrico y el trinsito intestinal
(Food and Drug Administration, 2011).

Luego de la administracién de un medicamento a un ser vivo, se desencadena la
accion medicamentosa, que corresponde a una serie de eventos que involucra
diferentes procesos cinéticos: liberacion (L), absorcidn (A), distribucion (D)),

metabolismo (M) v excrecion (E). En esta secuencia, gencralmente conocida como

TLa forma farmacduticn ex el products proveniente de o transfrmacide de we principie active o de wia
aenchocidn de by mismod mediife procedimlentos Shemaoonionicas, @ fin de conferirles coracleristicay
Sivicas p morfoldsicos perticwlore perd 0 oodrcads dosificacidn v conserercide, ¥ oque faciliten sw
admrimistracidn p accicn frmaceddgicd (Faormocopen Arpenting, 20040,
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LADME, se pueden distinguir tres [ases caracteristicas, que gobiernan la actividad
biolgica de un determinado F (Galbis Péree, 2000; Velasco Martin, 2001}, a saber:

o Fase farmacéurtica o hioformacéwticn: comprende los evenios que ocurmen
previos a la absorcion de un F (cventos pre-ashsortivos), es decir, a la
disponibilidad de éste en elllos sitiofs donde se produce la absorcion. Hsia
oferta se origina a partir de la fase de liberacidn (L) del F desde la forma
farmacéutica que lo conticne y transporta.

o Fase farmacocinética: involucra la evolucion del F en el organismo en funcion
del tiempo, tras la administracion de una dosis determinada. Esta trayvectoria se
resume mediante la sigla ADME, correspondiente a las iniciales de cada uno de
los procesos que tienen lugar. La secuencia ADME involucra, desde un punto
de vista dindmico v cuantitativo, los fendmenos de absorcidn del F y su acceso
al torrenie sanguines, su distrbucidon en los diversos fejidos ¥y arganos v,
simultineamente, su  eliminacwin  del  organismo,  por metabolismo
{principalmente hepatico) o por excrecion a nivel renal (Berroepe, Lanao,
Delfina, & Campmany, 1997).

» Fawe farmacodindmica: refiere a la interaccion molecular que produce ¢l F en
un sitio especifico del organismo, denominado biofase o sitic de accion
{Berrozpe et al., 1997), La magnitud y duracién de la accidn medicamentosa
dependen de la cantidad de F que accede al sitio diana, como asi también, de la
afinidad v del tempo de contacio del F con el recepior bioldgico sobre el cisal

se uni ¢n el sitio de accion.

Todas las formas farmacéuticas convencionales’, exceplo las soluciones, presentan
la fase de liberacion del F, lo cual resulia de relevancia en el dmbite farmacéutico,
debido a que esta fase, mediante procedimientos farmacotéenicos, pueds ser
manipulada v, en consecuencia, ¢s posible modular la liberacion del F, con el objetivo

de optimizar su desempefio farmacoterapéutico.

1.2.1. Propiedades destavorables de los F

El comocimiento de las propiedades fisicoguimicas de los F resulta esencial en el

disefio v desarrollo de las distintas formas farmacéuticas. En este sentido, cuando se

L frmar farmacéuticar comvencionales som ageelloy que muesivon wor Fhenrcidn de princiio oot o
Jirmaco gue aoex deliberankanents modificads por we sdnds especial de divefio o faheloaeidn, B el save
e laay fiwmmas formocfutioay soliday, ef perfil de divolackin o e priaciple vl depende elencilimeare de
suy propdedodes farinsecay, D @rmine equivalente ey farmar farmocduticee de Dbeeacide s
(Farmacapea Argremting, N 4),



micia el desarrollo de un nuevo medicamento, durante la etapa de preformulacion, se

poncn de manificsto diversos problemas relaciomados con las propiedades del F
(Figura 1.5), a saber:

baja solubilidad del F en los fluidos bioldgicos, lo que impide una adecuada

velocidad de disoluciin;

inadecuado cocficiente de reparto, o gue limita ¢l pasaje del F a través de las

membranas biologicas;

insuficiente permeabilidad, lo gque dificults su absorcidn gastrointestinal o su
distribucion en drganos v iejidos,

inestabilidad quimica del F en los fluidos bioldgicos, antes de alcanzar el sitio
de accion, lo que limita su utilidad clinica;

degradacion metabalica por sistemas enrimaticos, antes de alcanzar la
circulacitn sistémica. Esta puede tener lugar en la luz intestinal, en la superficie

de la mucosa, en el plasma o en el higado, lo que puede comprometer la

cficacia clinica;

caracteristicas organolépticas desfavorables, tales como mal sabor o sabor
desagradable, que pueden conducir al rechazo e incumplimiento de la terapia,
por parte del paciente, con ¢l consecuente fracaso terapéutico;

margen terapéutico estrecho, lo que requicre de un estricto seguimiento y
monitoereo de los niveles de F en los fluidos bioldgicos, durante el tratamiento
¥:

alta incidencia de eventos adversos, cuya frecuencia v magnitud pueden
incrementarse cuando su uso es inadecuado (por ejemplo, dosis incorrectas,

interacciones medicamentosas, entre otros),

Estos problemas, relacionados con las propiedades desfavorables de los F, deben

ser cuidadosamente estudiados durante la etapa de preformulacidn del medicamento,

va que, de ofro modo, pueden comprometer la eficacia o seguridad del tratamiento.

Tradicionalmente, las lincas estratégicas utilizadas para el mejoramiento de los

tratamientos farmacoterapéuticos se han basado, principalmente, en la obtencion de

nuevos F mas potentes, selectivos v especificos, mediante procesos de sintesis v

semisintesis. Sin embargo, €l desammollo de nuevos F, se ha convertido en un proceso

complejo, dificil ¥ costose, por lo que las investigaciones se encuentran centradas,



fundamentalmente, en la modificacion estructural de los principios actives existentes,
con la intencidn de aumentar su potencia v su selectividad, v reducir sus efectos
adversos {(Huttunen, Raunio, & Rautio, 200 1), Ademds, de la totalidad de las noevas
moléculas bioactivas desarrolladas, una muy baja proporcion logran convertirse en F
que superan las clapas preclinicas o clinicas para ser autorizados, por la autoridad
sanitaria, para su utilizacién en medicina humana (Food and Drug Administration,
2005). En consecuencia, el desarrollo de nuevas moléculas o nuevos agentes
terapéuticos es un proceso que conlleva mucho tiempo, implica grandes cosios v dehe
afrontar las dificultades inherentes al registro de noevas moléculas o entidades
quimicas (Smath, 193],

En este contexto, si bien la obtencion de nuevos F resulta una estrategia de wtilidad
para mejorar las terapias, no siempre es la linea de eleccion. Por el contrario, cn la
aciuabidad, el desarrollo de la farmacotecnia, sustentada tanfo en tecnologia
farmacéutica, como en las  disciplinas  farmacocinéticas/biofarmacéuticas, ha
contribuido  al aprovechamientn de los F existentes, de reconocida utilidad
terapéutica, que mediante ¢l disefio de derivados reversibles, sistemas de liberacion u
otros sistemas farmacoterapéuticos, permiten optimizar sus propicdades desfavorahles
( Banker, Siepmann, & Rhodes, 2002,
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Figura 1.5. Potenciales problemas presentados por los F gus limitan su utilizacion ¥ peeden ser
superados por medio de esirabegias Brmacoléenicas o oblencidn de derivados farmacéuticos’.
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En lo gue respecta a la aceptacion por parie de los pacientes al tratamiento

terapéutico, la administracion de F por via per-oral es la mas conveniente v, en
general, considerada la méds segura, la menos costosa v, por lo fanto, la mids
frecuentemente utilizada, En esta linea, resulta de relevancia destacar el aporte de
Drressman (1998), quicn citd que las propiedades desfavorables de F administrados
por via per-oral v en formas farmacéuticas solidas, tienen una fuerte influencia sobre
su disolucidn en el TG por lo gue podrian ser la elapa Limitante de la absorcidn
{Dressman, Amidon, Reppas, & Shah, 1998).

1.2.2. Sistemas de liberacion modificada de Tarmacos

Dentro de las nuevas estrategias de formulacion, para la optimizacion de las
propicdades desfavorables de los F de reconocida utilidad terapéutica, se pueden
mencionar los Sistemas de Liberacion Modificada (SLM) de T,

En este marco, desde finales de la década de 1930, se ha comenzado a trabajar en
el disefio de sistemas que permiticran modificar la liberacion de los F. En particular,
Lipowski (LS. Patent N® 2738303, 1938) fuc quicn obtuvo la primera patente de una
forma farmacéutica de administracion oral que logrd una liberacion lenta v constante
del F después de la ingestion, Sin embargo, la primera formulacion farmacéutica de
accion sostenida, disefiada bajo el aporte realizado por Lipowski, fue introducida en
el mercado en 19352 (Lazarus & Cooper, 1959) y, a partir de entonces, se continia
investigando arduamente con relacidn al disefio de diferentes tipos de sistemas que
permitan modificar la liberacion de los F (Helfand & Cowen, 1983).

En particular, la Farmacopea Argentina 7° Ed. (Farmacopea Argentina, 2014)
define a las formas farmacduticas de “liberacidn prolongada” como aguellas en las
gue la liberacidn del F se produce durante un periodo de tiempo prolongado después
de su administracion. Las expresiones comao “extendida”, “prolongada”, “repetida™ vy

“sostenida”™ también se emplean para describir tales formas farmacéuticas,

La Farmacopea de Estados Unidos (USP33-NF2B, 2010) utiliza el término
“liberacidn modificada”™ (“modified release™) para referirse a formas farmacéuticas en
las que sus caracteristicas de disolucion son moduladas, en el tiempo o en ¢l espacio,
a los fines de cumplir con objetivos terapéuticos especificos o de convenencia, que

no son alcansados con las formulaciones farmaecéuticas convencionales. Dentro de

diferenciadiy g day ae ooy precursares, oo o ehjeto e ampdiar (os posibcodes oe oplicaoiom de £ s,
Ligzzierl, & (Hivess, N5



este términe se incluyen las formas de liberacion retardada (“delayed release™) v de
liberacion extendida (“extended release™),

En el desarrollo de esta tesis se hard referencia al término “liberacion modificada®™,
deseripto en USP33-NF28, porgue ¢ considera mas amplio e inclusivo de todas las

aplicaciones descriptas.

-

Se define o una formulacion de “liberacion modificada”. come aguella forma |

farmacentica en la cual las caracteristicas de liberacion del F, en el curso del

tiempo o en la localizacion espocial, son adecwadas para lograr objetivos I

ferapéwticos o de conveniencia gue no ofrecen lay formas farmacénticas |

CORRERCIHEE,

La uwbicacidn espacial s¢ cncuentra relacionada con la  orientacion o
direccionamiento del F hacia un drgano o tejido especifico, en donde se produce la
absorcidn, mientras gue el suministro temporal hace referencia al control de la

velocidad con la que éste llega a dicho tejido u drgano.

En este marco, resulta relevante destacar las ventajaz v las  limitaciones

relacionadas con ¢l desarmollo de 518 de F, las cunles se resumen en fa Tabla 1.1,
Tabla 1.1, Alpwnas verdafas y Neltaciones de los SEM de F

Limitaciones

Yeninjas

| » Efecto lerapéutico prolongado v = Riesgpo de falla del SLM. lo gque

I reduccion  de  la frecuencia  de comduciria @ una liberacion masiva del

| dosificacion. F v, en consecuencia, a dosis no

« Confinbilidad del efecto terapéutico. descadas.

o Mejore  del  cumplimiento del = Riespo de scumuolacion del F oen el
tratamicnto  por parte  de los  sistema circulatorio.

pacientes. = Falta de reproducibilidad del efecto

Reduceion de las fluctuaciones en las
conceniraciones plasmaticas del F.
Liberacidn sitic-especifica del F en el
TGI.

Reduceiin de efectos adversos,
Posible mejora en la selectividad de
la actividad farmuacologica.

terapéutico, por uctuacion de dosis,
asociados i la
manipulacidn incorrecta del SLM,
Mayor costo de disefio y produccion.
Perdida de flexibilidad para ajustar la

dosis {en ststemas de tpo monoliticos)

Problemas




Adicionalmente, cabe destacar que son multiples las consideraciones generales que
s¢ deben tener en cuenta en el disefio de SLM para que éstos puedan cumplir los
objetivos terapéuticos para los cuales fueron desarrollados,

1.2.2.1. Aspecios pencrales a considerar en el disedo de SLM

El disefie v desarrollo de 5LM de F es generalmente una tarea dificil debido a la
relacion que existe entre las propiedades del F, el paciente y su enfermedad, v las
limitaciones tecnolOgicas en la elaboracion de una determinada forma farmacéutica,
ademas de la necesidad de conocimientos y cooperacion multidisciplinario. En este

sentido, algunos factores que pueden influir en la estrategia de disefio de S1.M son:

= tipo de enfermedad a tratar v, consecuentemente, lugar de accion al cual ¢l F
debe acceder;

= forma farmacéutica; por ejemplo, depende de si se formula un sistema simple o
monolitico  (capsula, comprimido), miluple (granulos, microparticulas) o

dispersicnes liquidas;

o fisiologia intrinseca del TG, en particular para la via de administracion per-
oral; por ejemplo, el tiempo de residencia de una formulacion es influenciado
por el vaciado gistrico v el transito gastrointestinal,

Entre las propiedades fisicoquimicas de los F, que influyen significativamente o
condicionan el disefio de los SLM, pueden citarse las que se encuentran presentadas
en la Tabla 1.2 {Chiao & Robinson, 1998).

Tabla [.2. Propiedades fsicoguimicas oe fos F gue condicioran el diseRlo de SLM

Propicdudes Dsicoguimicas

5S¢ prefieren F con pesos moleculares inferiores a 1000
Peso molecalar D, va que este parimetro podria limitar su paso a través

de las membranas biologicas.

l.os F que presentan walores de solubilidad acuosa
extremadamente bajos, no son buenos candidatos para ¢l
disefio de un SLM. va que en general su velocidad de
Solubilidad acuosa y disolucion seria el factor limitanie de la cinética del
pKu proceso. La solubilidad en los fluidos gastrointestinales,
dependiente del pH, también condiciona la velocidad de
difusidn a través de las membranas, dado que representa

la fuerza directriz para su pasaje a través de éstas.




Un valor de coeficiente de reparto favorable hacia la fase

hpidica facilita el flujo a ravés de membranas. Los F con
valores de coeficiente de  reparto  octanol'apun
Coeficiente de reparte  gxtremadamente pequefios tienen un flujo de entrada al
organismo demasiado bajo. Valores de coeficiente de |
reparto excesivamente altos pueden producir acumulacion |

de los F en los tejidos.

Los F que son inestables en ¢l intestino presentan una
limitada utilidad para ¢l discfio v desarrollo de SLM,

Extabilidad

Por otra parte, las caracteristicas farmacoligicas v hioldgicas que un F debe
presentar para poder ser formulado exitosamente en un SLM, se presentan en la Tabla
1.3. En donde puede evidenciase que, estas propiedades, se encuentran vinculadas a la

travectoria del F en el organismo.

Tabla 1.3, Caracleristicas firmocoldgicas v Bioldgicas de los Fgue InfTuven en of dizefio
e SLAS

Carnclerisibens armacolosicas v bioldeicas

Los F para la via per-oral que requieran dosis mayores a
Doxis 500 mg no son buenos candidatos, ya que generarian
sistemnas de tamafo maceptable,

Los F con 1z enire 2-6 h son candidatos wdeales, i;pi E:i.

[12 €5 menor a 2 h se requerictan dosis muy elevadas

para  alcanzar niveles plasmdticos eficaces v la |

Semivida de |
administraciom  del  medicamento. 8 indervalos

eliminacion, (it} = |
posoloricos aceptables (12-24 h). En este caso, la
utilizacion de un SLM pusde que no reina las |
exigencias de seguridad requeridas.

Clearance fotal Mo debe ser dosis dependiente.
Para F con baja actividad farmacoldgica infrinseca el
volumen de distnbuciin no debe ser demasiado

Vilumen de

disklbacidn elevado, va que cuanto mayvor es este pardmetro, deben

icorporarse mayores dosis del F al SLM para alcanzar

las comcentraciones lerapéulicas adecuadas.

T o T o STEEES = — e —

Metabolismo y efecto dé [ o5 F que son metabolizados antes de su absoreion (ya
primer pasoe hepatico
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sea en el lumen o en la pared intestinal) o que sufren un
cfecto de primer paso hepatico importante, pueden
exhibir una disminucidn en la  biodisponibilidad,
cuando son liberados lentamente desde el SLM. Esto es
debido a que, en las condiciones mencionadas, la
mayoria de las enzimas metabolizadoras  otilizan

procesos saturables v pueden no verse saturadas.

Los F con indice terapéutico estrecho requieren un
preciso control de sus niveles plasmaticos, por lo gque no
son adecuados para el desarrollo de SLM. La

mcorporacitn de mis de una dosis a una formulacion

| ndice teraputice

implica un mayor riesgo, si se produce la liberacion
masiva, no descada, del F,

En resumen, los principios activos que son candidatos para sistemas de liberacidn
modificada para la via oral, deben tener un t)z adecuado (entre 2-6 h) para que no s
produzca acumulacion en el cuerpo, una dosis tal que permita obiener un sistema de
tamafio adecuado ¥ sc debe tener en cuenta la capacided para formar metabolitos
activos, por gjemplo por metabolismo de primer paso, que prolonguen la accidn

terapeutica.

1.1.2.2. Estrategias farmacotéenicns wiilizadas para obfener 516

El comtrol de la velocidad v del sitie de liberacidn del T puede ser alcanzado
mediante diferentes cstrategias  farmacotécnicas. La base tecnolégica en la
elaboracidn de SLM consiste en disefiar formulaciones gue permitan liberar el F en
pequefias cantidades, a una velocidad determinada y en un sitio especifico: de modao
tal que, el proceso de absorcion se desarrolle, preferentemente, en el segmento
adecuado del TGI v permita mantener fas concentraciones plasmiticas dentro de la

ventana terapéutica.

Para estudiar los mecanismos de liberacion de los F contenidos en estos sisternas,
es fundamental el conocimiento de los excipientes a utilizar, asi como de la

tecnologia especifica a desarrollar.

En funcidn del tipo de excipientes v de la tecnologia empleada para modular la
velocidad de liberacidn del F, se pueden citar, entre otros, los siguientes ejemplos de
SLM (Berrozpe & Ferrer, |998):



A,
_'t.r":'.'g,

=

= NSistemax recubiertos; en estos sistemas el F estd rodeado por una barrera o
lamina (habitualmente de algln material polimérico) que condiciona |a
velocidad de liberacion (por disolucion, difusion u dsmosis) v, por lo tanto, su
velocidad de absorcidn. Entre éstos se pueden mencionar;

- Cdpsulus de matertal polimérico: contienen el F ya sea en estado solido, en
solucion o dispersado en una suspensidn, La liberacidn del F ocurre por
difusion a traveés de la pared de la cipsula.

- Microencapsulados: ¢l F, va sca en forma de moléculas, particulas o
ghtbulos liguidos, es recubierto con materiales de distinta naturaleza, para

ehtener particulas de tamafio micrométrico.

» Sistemas matriciales: cormesponden a una dispersion 0 disoluecidn de particulas
del F en una matriz solida, biodegradable o no, en la que su liberacion se
produce por difusion, erosién o una combinaciin de ambos procesos,

o  Hidrocaloides: se trata de F incluidos en cdpsulas o comprimidos, en los cuales

se utilizan polimeros hidrofilicos, con elevada capacidad gelificante.

= Hombay oemdiicas: controlan la liberacidn del F mediante estratesias quimicas

0 MecAnicas.

s Suviemas fTovanies: son microgranulos o pellets recubierios, cuya densidad
aparente e5 inferior a la de los jugos pastricos. Esto facilita su flotacién v, por

lo tanto, prolonga su permanencia en el tracto digestivo.

s MNonoparticnlas, refiere a la tecnologia orientada a la liberacion espacial. EI
Ermine veclorzacion hace referencia a la liberacidn selectiva de F o moléculas
broactivas a nivel de érganos, tejidos o células, sobre los gue han de ejercer su
accion mediante la utilizacién de transportadores o portadores de distinta
naturaleza (Vila Jato, 1997). Dentro de la llamada nanotecnologia farmacéutica,
ex posible mencionar a los liposomas, micelas poliméricas, nanoparticulas v
dendrimeros, como los sistemas de mas amplia ulilizacion en la actualidad.
Algunos de dstos, va cuentan con una larga trayectoria comdo  vehiculos
poradores de F v ha sido en los dltimos afios cuando se han producido las

INAOVACIONES ¥ aplicaciones mas inenesanies,

Los S5LM 22 han wiilizado, también, para aumentar la absorcidn de F
vehiculizados, ya sea por via tdpica u oral, por medio del empleo de promotores de la
absorcion. Algunos ejemplos de promodores de la absorcidn a tavés de las
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membranas biologicas, va sean piel o mucosas, son: aleoholes y polioles, aminas v
amidas, dcidos grasos, terpenos, ésteres v surfactantes, los cuales se intercalan dentro
de fa estructura de los lipidos v proteinas de las membranas bioldgicas, modifican su
ordenamiento o estructura y facilitan el pasaje y difusién de ciertas sustancias.
También, dilatan los espacios intercclulares y, por comsiguiente, provocan un

incremento en el pasaje paracelular,

A nivel intestinal, los promotores de la absorcidn pueden actuar sobre el epitelio

intestinal, mediante tres mecanismos (Junginger & Yerhoef, 1998

o Accidn sobre [a capa de mucing: la capa de mucina cubre la superficie de las
células de la mucosa intestinal v actia como una barrera de difusiin de algunas
mobéculas. Los surfactantes idmicos y no idnicos (como los polisorbatos,
polioxietilenalguilester, lauril sulfato de sodio, dicctilsulfosuccinato) reducen la
viscosidad v elasticidad de la capa de mucosa. Ademds, algunos polimeros
mucoadhesivos, interaccionan con la capa de mucina, cubren la superficie de
mucus ¥ s¢ inter-penctran en su red, lo que reduce su funcién de barrera.
Algunos egjemplos son polimeros hidrofilicos, tales como el Carbomer® 934P,
Polycarbophil® o chitosan.

o Adccidn sobre los componentes de la membrana: la membrana de las células
epiteliales contienen fosfolipidos ¥ proteinas. Las interacciones hidrofobicas
entre las cadenas de los lipidos resultan en la formaciin de bicapas de
fosfolipidos bien organizados. Estas bicapas organizadas son poco permeables a
las macromoléculas ¥ & los compuestos polares. Los fGcidos  grasos,
monoglicérdios o diglicénidos del dcido caprilico, micelas de acidos grasos de
sabes biliares v surfactantes, pueden incrementar  la permeabilidad de la
membrana epitelial y afectar alguna de sus proteinas o lipidos. Algunos
surfactantes, también solubilizan alpunas proteinas. Esto influencia, tanto la via
de pasaje transcelular, como la paracelular.

o Accidn sobre lox umiones imtercelulares (Clighl junctions™): representan la
mayor barrera para el transporte por la via paracelular de macromoléculas ¥
compuesios polares. La estructura de las tight junclions v, consecuentemente, la
permeabilidad, peeden ser reguladas, a través de varios factores fiswologicos.
Entre éstos se incluyen la concentracion del adenosin monofostato ciclico, la
concentracion del calcio intracelular v la carga mucosal transiente. Ademis,
algunos polimeros hidrofilicos (por ¢jemplo: chitosan) tienen efecto directo

Foriiin L.k



sobre estas uwniones v aumentan la  permeabilidad intestinal (Ranaldi,

Mangliano, Yespiznani, Perozer, & Sambuy, 20002),

Numernsos estudios han demostrado que uno de  los posibles mecaniamos de
promocion de la absorcion, es la pérdida de las gl functions de las

membranas epiteliales, lo que incrementa el transporte paracelular de F.

Cabe destacar que, si bien todos los sistemas descriptos previamente son
destinados a la via per-oral, ademds de éstos, sc han desarrollado otras estrategias
para la administracion de F a traviés las via nasal, coldnica, topica, transdérmica, entre

otras.

1.2.2.35 Estrutesins pors evaluar ¢f desempeiio de los SLM

Las estrategias wtilizadas para evaluar ¢l desempefio de un 5LM dependeran de
cuales sean las propiedades desfavorables del F en coestion, como asi también, de la
etapa del proceso de desarrollo del sistema, que abarca desde la optimizacion de los
materinles de partida, hasta estudios sobre los productos finales, que permiten evaluar
su cficacia, seguridad y confiabilidad.

La evaluacion del desempefio de un SLM puede Hevarse a cabo mediante ensayvos
gue incluvan modelos in vitro, ex vive o in vive. En todos los casos, lafs propiedad/es
a evaluar deben ser comparadas v constatadas con una referencia, va sea el propio F o
una formulacién de referencia que lo contenga.

En este sentido. resultan de gran utilidad las metodologias codificadas en la
Farmacopea Argentina o en la Farmacopea de FEstados Unidos v, siempre que sea
posible, los ensayos se realizan sobre la base de las especificaciones de las
monografias de los F puros ¢ de producto ferminado {Farmacopea Argentina, 2014;
USP3I3-NF28, 20100} De esta manera. los resultados oblenidos, a partir de los
diferentes experimentos, cuentan con el respaldo de ensayos codificados, pueden ser

facilmente reproducibies v replicados en diferentes partes de Argentina y ¢l mundo.
1.2.3. Policleetrolitos utilizados en tecnologia farmaceutica

En ¢l campo de la teenologia farmacéutica, los SL.M han sido desarrollados pama
responder a silmaciones farmacoterapéuticas especificas. Es muy comin la wtilizacion
de un gran nimero de macromoléculas como excipientes” para lograr liberacién

modificada v otras caracteristicas particulares gque derivan de su presencia en una

'.fi".'c'.f.'.n‘mfr faroe referencic o ok SMEEITCNT o Onigrery sRiral o sinfdom pro el en i s ioor
farmncdinlivn Srcarprandn Biv propvesilo lerodarieo (Formacopeo Argemnting, 200
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dada formulacidn. En este sentido, un gran nimero de excipientes aprobados para uso

en farmacia poscen, en su estructura molecular repetitiva, grupos con capacidad de
generar cargas (ionizables) en presencia de contraiones, que les confieren propicdades
particulares para una amplia variedad de propdsitos, tales como: agentes viscosanies,
gelificantes, bivadhesivos en formulaciones de uso topico, aglutinantes, formadores
de matriz o de membranas inteligentes en formulaciones de uso oral, estabilizantes de

suspensiones o emulsiones, entre oinos.

En este contexto, los SLM que se basan en las propiedades dnicas de los
complejos entre polielectrolitos (PE) v F ionizables de carga opuesta han cautivado la
atencidn, En este sentido, es posible evidenciar en la literatura cientifica numerosas
contribuciones realizadas, en los dltimos afios, en el drea de los complejos PE-F, en
donde se estudian los aspectos moleculares relevantes que permiten conocer los
factores gue gobiernan su comportamiento como portadores v sus potencialidades
aplicaciones cn farmacoterapia (Battistini, Flores-Martin, Olivera, Genti-Raimondi, &
Manzo, 2014; Battistini, Olivera, & Manzo, 2013; Guzman, Manzo, & Olivera, 2012;
Quinteros, Allemandi, & Manzo, 2012; Quinteros, Manzo, & Allemandi, 2011).

Por lo expuesto, los SLM basados en PE como portadores de F de reconocida
utilided terapéutica, son una propuesta interesante para la oplimizacidn de
tratamicntos farmacoterapéuticos, particularmente, en situaciones en las que la
disponibilidad biolégica del F pudiera estar condicionada por su velocidad de
liberacidn, estabilidad en el entomo gastrointestinal o permeabilidad, entre otros,

En particular, los PE son polimeros hidrofilicos que contienen en su estructura
grupos ionizables, los cuales, al ser dispersados en un solvente polar, poeden
disociarse y generar cargas en las cadenas del polimero (macroiones) y pequefios
contraiones (Barrat & Joanny, 1997; Dobrynin & Rubinstein, 2005). En contacto con
gl agua, las particutas solidas de PE provocan el influjo por dsmosis, con el
consecuente hinchamiento, Si la interaccion entre el PE v el agua es favorable, éste
puede terminar disohviéndose o dispersindose homogéneamente (sistemas coloidales)
v provocar un aumenio de la viscosidad del sistema. El entrecruzamiento de las
cadenas poliméricas limita el grado de hidratacion e hinchamiento, la velocidad de
disolucidn v la viscosidad resultante puede verse aumentada (Martin, 1993).

Sobre la base de la carga que generan en dispersion, los PE pueden clasificarse en
gnidnicos (gue generan cargas nepativas  provistas, por ejemplo, por grupos
carboxilatos) v catidnicos (que generan cargas positivas generalmente provistas por
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grupos aminos protonados). Los PE, bajo la forma de resinas de infercambio ionico
{PE insolubles) o de polimeros hidrofilicos dispersables (PE solubles), han sido

ampliamente utilizados en formulaciones farmacéuticas.

En In Tabla 1.4 se describen algunos PE aprobades para para su uso como

excipicntes en formulaciones farmacéuticas.

En algunas formas farmacéuticas. si bien la interaccion entre PE y contraiones
organicos o inorganicos puede ser considerada como una incompatibilidad entre
excipientes, o bien, entre excipientes v F (Phaechamud, Kotzumi, & Ritthidej, 20007,
las potencialidades particulares de csta intcraccion, han sido explotadas para una
amplia variedad de propdsitos, tales como: moduolar la likeracion de F (Gueman et al,
2002; Jimence-Bairuz, Llabot, Allemandi, & Manzo, 2005; limenez-Kaimz,
Allemandi, & Manzo, 2002; Quinteros ef al.,, 20011; Ramires-Bigo, Allemandi, &
Manzo, 2006a), incrementar la compatibilidad de los F con el vehiculo (Vilches et al.,
2002), incrementar la estabilidad acwosa de los F (Jimencz-Kairuz, Allemandi, &
Manzo, 2004; Zoppi et al, 2002}, transportar firmacos hasia el sitio de absorcidn o
accitn {Jantzen & Robinson, 19%9%; Cuinteros, Maneo, & Allemandi, 2000, dirigie
selectivamente ¢l sistema portador hacia el sitio blanco (Battistini et al., 2014),
enmascar u optimizar el sabor de F con caracteres organolépticos inadecuados
(Borodkin & Sundberg, 1971), prolongar el tiempo de residencia de las formas
farmacéuticas por las propiedades mucoadhesivos de los sistemas (Andrews, Laveny,
& Jones, 2009 Bemkop-Schnurch & Walker, 2001; Llabot, Manzo, & Allemandi,
2004 ), como agentes viscosantes {Billany, 2002}, entre otros.

Tabla L4, Algunos policlecirolitos actualmente wiilizados como excipienics
Jarmacéuticos (Mowryva & fmamdar, 2000; Bowe, Sheskey, & Ouinn, 2004

Sustancia Estructura Categoria funcional

fa) PE aridricos

Peliacrilutos
Carbomer H H Sustamcia binadhesiva,
1 | agente para liberscstn
& ‘f modificads, estabilizador
H COOH de emulsiones, agente de
fi suspensidd, e para
comgresion direcia en
comprimidios
Policarbafilo Homopaolimero del acido acrilico  Sustancia biondhesiva,
entrecruzado con divinilglicol ngenbe: para liberaciin

controlada, ligante para
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madificada, ligante para
compresida directa en
comprimidos, agente
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Agente estabilizme,
apende desintcgrante para
comprimidos o capsulas,
Bivente viscosante, agenie
pirn liberacicn controlnca,

Humestante, lubricante,
agente parn liberacion
modificads, agents
wiscosanie,



Carragenanos
(=, %= 1) [ 'i'E‘.’;
060y
Ej: Lambda carragenina
Diextran sulfato i
- w&/\
250y
Celulosa sulfato niE,
Q 1/1&
O
(b} PE calidnicoes
Polimetacrilatos catidnices
Eudragit® ]

(-E. -RL, -R5)

EEE

[ i n*
_:..,_.}_m_‘[_w}_,,.__

Para Eedragit® E:

R R'=CH,

R*= CH;CHaN{CHs)
R'=CH;, CHs

Para Eudragit® RL v RS:
R'=H, CH;

RY=CHs C:Hs

R'=CH;
R'=CH.CH:N{CH: ) CI

FaEimm I8

Ajrenle emulsificante, base
par geles, agente para
liberacion madificada,
agente viscosante, agente
de suspension,

Agente de encapsilacion,
spenie pars Hberacion
controkada

Agente para

cmcapsulacidn, ngenie parn
liberacién controdada,

Agrente de cobertura,
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o diluyerite



Pulisaciridos
Chitosan I ] Agente de cobertura,
—n agente desilegrante,
L aH af mucoadbesive, apgenle
1 L promator de la
HHRE permeabilidad, ngeme
n viscosanie,
R=H o COCH,
Trimetil chitosan ~aH 2] Agente promotor de la
i f,]—u permeabilidad, agenie para
Mﬂl liberncidn controlada.
™ 0
3 Jﬂ"\_ A

Cuando se neutralizan los prupos dcidos o bisicos de un PE con moléculas de
carga contraria, como F de caracteristicas acido'base opuestas, se generan bos

siguientes equilibrios en un medio acuoso;

- para PE icidos (R-COOH):
R-COOH+ F = R-COO + FH =2 [R-cm'FH‘] Ecuacidn 1.1
- para PE basicos R-N{CH,)s:
R-N(CH, ), + FH 2 R-NH'(CH,), + F =2 [R-NH' (CH3), F" | Ecuacidn 1.2

Las Ecuaciones 1.1 y 1.2 ejemplifican el fendmeno de condensacion ionica, que
genera una dada proporcidn de pares idnicos como producto de la asociacidn idnica
entre un PE y un F de carga opuesta. Estos pares idnicos, indicados en las
mencionadas ecuzciones como las especies enlre corchetes, son demominados
sisternas o complejos PE-F (Dobrynin & Rubinstein, 2003),

La interaccidn proveniente de la atraccitn clectrostatica de un contraion (F) hacia
el PE y la pérdida de la entropia translacional por el contraion, debido a su
localizacion en la vecindad de la cadena del polimero, gencran la reaccion de

comdensacion,

El estudio sistemitico del comportamiento de estos equilibrios de condensacion
idnica, en dispersion acuosa, permilid determinar que;

= Se¢ caracterizan por una alta proporcion del F formando pares inicos con ¢l PE
portador.

L i
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Mo s afectado por la presencia de no electrolitos (Jimenez-Kairuz et al, 2002;
Ramirez-Rigo, Allemandi, & Manzo, 2006b).

Pucde ser parcialmente desplazado por la adicion de sales (Jimenez-Kainz,
Allemandi, & Manzo, 2003; Jimenez-kainez et al., 2002; Ramirez-Rigo et al.,
2006h).

Mo es afectado significativamente por la dilucion (Jimenez-Kairuz et al., 2003},

En particular, ¢l fenémeno de condensacion ionica confiere propiedades

particulares a las dispersiones entre PE v F, que son de relevancia en aplicaciones

farmacotécnicas ¥ biofarmacéuticas, tales comao las que se presentan a continuacion:

Ll

Aumento de la compatibilidad (solubilidad aparente) de F dcidos v bisicos
poco solubles en agua vehiculizados en dispersiones PE-F (Jimenez-Kairuz et
al., 2004; Quinteros ct al., 2012)

Proteccion del F frente a la degradacion quimica, yva que es posible proteger F
susceptibles de sufrir reacciones de degradacion mediante catalisis acido-base

especifica (Esteban, Manzo, & Alovero, 2009; Jimencz-Kairuz et al., 2004;
Chinteros et al., 200 2; Zoppi et al., 2012).

Aumento de la interaccion con los sitios de absorcidn de F (Ramirez-Rigo,
Olivera, Rubio, & Manzo, 2014).

Potenciacion de la accidn antimicrobiana frentc 8 microorganismos resistentes
iRomero, Manzo, & Alovero, 200107,

Modulacion de la liberacian de F (Jimencz-Kairuz et al., 2003,

Aumento  del wp-fake celular v direccionamiento  especifico de T

anticancerigenos (Battistini et al., 2014).

L.os sistemas portadores constituidos por PE en interaccion con F pueden ser

catalogados como “sistemas inteligentes de liberacion™ dado que liberan el F en

respuesta a cambios en el entorno; en este caso, el estimulo es la presencia de iones,

El agregade de electrolitos al sistema genera intercambios inicos v reagrupamientos

de cargas, lo que provoca lo disociacidn parcial de los pares idnicos v la consecuentie
liberacidn del F desde el sistema portador,

Estos resubtados, han permitido ol desarmollo de sistemas portadones en dispersion

constituidos por complejos PE-F, Algunos cjemplos relevanies son:



« El aumento de permeabilidad v biodisponibilidad de enalapril (F de baja
permeabilidad)  cuando s encuentra  wehiculizade  como  complejo
Eudragit"E 100 {EuE100)-enalapril maleato, respecto a igual concentracion de
F libre (Ramirez-Rigo et al., 2014).

» El aumento de la permeabilidad intraocular de flurbiprofene vehiculizado coma
complejo con Eudragit®*E100 para administracion oftdlmica (aumento de la
permeacion en cornea) (Tartara, Quinteros, Saino, Allemandi, & Palma, 2012).

= El aumento de la bioadhesion en el sitio de absorcidn del F. Es conocido gue ¢l
uso de PE con capacidad de generar cargas positivas sobre las superficies de las
particulas, tales como chitosan, polietileimina, Eudmgjt"EtﬂllJ. pueden
contribuir a aumentar by interaceidn con la mucing presente en las mucosas ¥
otras membranas bioldgicas que, en general, presentan densidad de carga
negativa sobre su superficie. De este modo, se promueve la bioadhesion (di
Colo, Zambito, Burgalassi, Nardini, & Saettone, 2004; Sun et al,, 2010; ¥in et
al., 2009},

» El aumento del efecto bactericida v accion prolongada de cstos sisternas en
comparacion con ¢l respectivo F libre (Romero et al, 2010), ya sea por las
propicdades biocadhesivas de los hidrogeles o por sus interacciones con células
procariotas {Romero, Pons, Boceo, Manzo, & Alovero, 2012). Se ha informado
gue, los sistemas portadores que poseen cargas positivas facilitan la permeacion
de los agentes antimicrobianos al interior de las bacterias (Liu, Du, Wang, &
Sun, 2004; Romero et al., 2010).

« La modulacion de la liberacidn de ciprofloxacing {Cip) desde hidrogeles de
carbomer (CB)-Cip que han demostrado utilidad en el tratamiento de
endometritis. Por su parte, los hidrogeles de CB-Cip-hidocaina resultaron mis
efectivos para el tratamiento de infecciones de la piel, incluyendo a pacientes
con heridas quemaduras, respecto del tratamiento de referencia (Breda, Manzo,
& Olivera, 2010). Resultados similares se observaron con los comprimidos
matriciales de CB-Cip vs Cipro XR* (Bermodez, Jimenez-Kairuz, Olivera,
Allemandi, & Manzo, 2008). Las matrices CB-Cip se realizaron en lotes pilotos

v s¢ evaluaron mediante ensayos clinicos en voluntanos sanos,

Por otra parte, s¢ han obtenido matrices de liberacidn modificada a partir de
complejos PE-F, con una amplia variedad de PE anidnicos y catidnicos, y se han
estudiado  exhaustivamente las propiedades de relevancia  farmacotécnica ¥
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biofarmacéutica de los materiales obtenidos, lo gue ha permitido, ademais, definir log
mecanismos que gobienan la liberacidn del F en estos sistemas (Jimenez-Kairuz ef
al., 2003; Llabot et al., 2004; Ramirez-Rigo et al,, 2006b), Dentro de los complejos
PE-F en estado solido. las matrices poliméricas hidrofilicas son las  mas
representativas ¥ han sido las mas estudiadas. debido a que los métodos de
produccidn son versitiles, simples v costo-efectivos (Gallo, Pifia, Bucald, Allemandi,
& Ramirez-Rigo, 2013; Nokhodchi & Asare-Addo, 2014), Las caracteristicas de los
complejos PE-F en estado solido bajo la forma de matrices v su comporamiento

frente 8 un medio acuoso se resumen en la Tabla 1.5,

El comocimiento de los factores que determinan el tipo de interaccidn entre F
inicos o ionizables v PE, resultn relevante en el disefio de formulaciones

farmaceuiicas.

Tabla 1.5 Principales caracteristicas de los complefos constinados por PE deldos v

Bedsicos comao portadores de F lonizables de carga opuesia,

Comporiamicnio "H'Iull:irimd Meenndsurn de
. R e LA Uk e Mecanisma de
Complejos ity “'_' tural de I - liheracion fiheracion del F
superficie de la matriz L
del ¥
: ; Lenta- Imtercambio
e Amplia caps gel VISOSt  modulable _ionicodifusion
; - Moderada-limitada capa  Moderada- e
B -ﬁ.cldn alglm.-:ﬂ—F _E¢| riodulabla Erosicn
Acido alginmico-F:Alginato Moderada capa gel v Lenta Briaidi
de sodio moderada viscosidad modulable i
Cnrﬁnx.umﬂ_l leelulosa-F Mo desarrolla capa gel Ef!.aplda _ i bia
Carbu:nnl\vetliulzzluhﬁa-F: Moderads.  ionico/difusion/
E‘arh-nxzd:::umlu]m Moderada capa pel kil crosion
Eudragit®E100-F5Clsy Mo desarrolla capa gel Ripida Inicreambio

S o - N wmicoferosion
Membrana

gastrorresistente frente Mo se ha podido

al fluido ghstrico My ieata determinar
Eudragit™L100-F simulado
No desarrolla capa gel
frente wl Muido intestinal Rapida Erosidn
simuladao

1.3. Esquema de investigacion ¥ desarrollo

Este provecto de tesis doctoral se encuentra enmarcado en uno de mayor

envergadura que se desarrolla en 3 niveles de experimentacion (Figura 5). A traves de



éste, se pretende adquirir gradoalmente la capacidad cientifica v técnica para el

desarrollo integral de sistemas farmacoterapéuticos, que permitan optimizar los
atributos de F de recomocida utilidad, abarcando desde su concepcidn hasta la
evaluscidon de sus propiedades de eficacia v sepuridad.

El WIVEL | comprende el desarrollo y optimizacion de la metodologia de
obtencidn v evaluacion de los nuevos derivados y materiales portadores, su
caracterizacion fisica, quimica y hioldgica. En el NIVEL 2, se disefian v obticnen
nuevos medicamentos, SLM v otras formas farmacéuticas cuyas propiedades
biofarmacéuticas son evaluadas fn vitre o in vivolin site en animales. El NIVEL 3
comprende estudios farmacocinéticos y clinicos que permitan ponderar eficacia,
seguridad v confiabilidad.

En ¢l contexto sefialado, se identifican dos grandes problemdticas vinculadas
especificamente con las dreas farmacotécnicas y biofarmacéuticas:

I. Incidir en la velocidad v eficiencia del proceso de absorcion de los F {a
medionte o modwlacidn de la fiberacidn de éstox en elflos sitiods en que e
proviwce la absorcion ¥ (b fociliar sy permeaclon o wawés de fas
membranas ivolncradas,

2. Dirigir selectivamenie el F ol blanco de la accidn formacodindmica.

En csta linca, ¢n los altimos 15 afios, nuestro grupe de investigacidn en ecnologia
farmacéutica ha desamrollado una nueva estrategia de 1+0, que ha permitido
consolidar una plataforma tecnologica orginal, basada en ln interaccion acido-base
enire un PE y F ionizables de carga opuesta, sobre cuya base sc disefian LM para
atender situaciones farmacoteeapéuticas especificas. Estos sistemas permiten mejorar
la eficacia, seguridad ¥ confiabilidad de la acciin medicamentosa de F de reconocida
utilidad terapéutica.
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Figura 1.6. Esquema de 14D realizado on ¢l grupo de investigacion en donde se evidencian bos
diferenies niveles de experimeniacidn.
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1.4, Ohbjetivos

El desarrollo de esta tesis doctoral pretende proveer nuevos conocimientes en los
tres miveles del esquema de 14D descripto en la Figura 1.6, En este sentido, se
plantean los objetivos gencrales v especificos que sustentan la investigacion llevada a

cabo ¢n cste trabajo de tesis.

1.4.1. Objetivos generales

Sobre la base de lo expuestn, se propone la generacion de conocimiento cientifico
y teenologico interdisciplinario que permita cumplir con todas las etapas involucradas
en la 14D gue se aborda v gque aporten al discfio v desarrolle de nuevos sistemas
farmacoterapéuticos, en los cuales se pondere la eficacia, seguridad y confiabilidad de

la accidn medicamentosa.

A tal efecty v centrados en la plataforma de investigacion de nuestro grupo,

presentada previamente en la Figura 1.6, se plantea como objetivo general:
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» Desarrollar y evaluar nuevos sistemas portadores de BZ v CMP, v nuevas
formulaciones pediatricas de BZ, que permitan optimizar la farmacoterapia de
la enfermedad de Chagas.

5S¢ espora que, estos sistemas farmacoterapéuticos, puedan ofrecer ventajas

respects de las formulaciones que se utilizan actualmente,
1.4.2. Objetivos especificos

Parz poder abordar ¢l objetivo general, se plantean los objetivos especificos, en
funcion de los diferentes niveles de experimentacion, de acuerdo con el esquema de
1+ presentado en la Figura 1.6.

En lo que refiere al primer nivel de investigacidn, se propone la evaluacion de
nuevos PE como portadores de F con accién ripanocida v de nuevas formulaciones
pediatricas. A partir de esto, se plantea:

o Evaluar i vifro el efecto tripanocida de la accidn combinada de BZ y CMP, en

cultivos celulares de trypomastigotes v amastigotes de T eruzi

¢ Evaluer nuevos poradores de Focon accidm mpanocida, basados en
polisacdridos v polimetacrilatos como PE.

» Caracterizar los sistemas portadores de liberacion modificada conteniendo BE y
CMP, mediante la evaluacion de atributos de relevancia quimico-farmacéutica.

» Desarrollar v evaluar nuevas formulaciones pediatricas de BZ.

En lo que respecta al sepundo nivel de investipacion, se aplicardn los
conocimientos gencrados para resolver situaciones farmacotécnicas especificas. Para
esto, se plantea:

= Evaluar in vwirro las propicdades de relevancia farmacotécnicas v
biofarmacéuticas de los sistemas farmacoterapéuticos desarrollados.

« Validar una metodologia bioandlitica, mediante una evaluacion ex vive, que
permita cuantificar BZ en plasma humano, de utilidad para posteriores estudios
farmacocinéticos,

En lo que respecta al tercer nivel de investigacion, se aplicardn los conocimientos

generados para evaluar la performance ir vivo de los sistemas portadores. Para esto,
s¢ plantea:



= Evaluar in vive en modelos animales, las propicdades representativas de fa
eficacia tripanocida ¥ scguridad, tante de los F puros como de los sisternas
portadores desarrollados, luego de su administracidn por via per-oral,

En este contexto, resulta de relevancia destacar que el desarrollo de los sistemas
partadores de BZ aspira 2 minimizar los efectos adversos asociados con la
farmacoterapia, poder reducir la frecuencia de administracion, mediante un cambio en
el esquema posclagico, para lograr una sola administracidn diaria ¥ poder combinar
sistermnas portadores con diferentes comportamicnto de liberacidn de BZ. En conjunto,
la optimizacidn de esios aspecios permitiria lograr una mayor aceptacidn del
tratamicnto por parte de los pacientes.

En lo que respecta a los sistemas portadores de CMP, se espera que los 5LM
desarrollados  permitan optimizar la biodisponibilidad, en términos de poder
aumentarla v reducir las variaciones intra e inter-individuales, es decir, dar respuesta
a la biodisponibilidad erritica que presenta este F. Ademas, debido a que su accidn
tripanocida en combinacion con BZ es favorable para el tratamiento de la enfermedad
de Chagas, sc requicre modular su libéracidn para que pueda actuar en conjunto con
BZ. Cabe destacar que las dosis de CMP necesarias para actuar en combinaciin con

BZ, no presentarfan efectos a nivel del sistema nervioso central.

Por su parte, en lo que refiere a las formulaciones pediatricas, ésts se desarmollan
v evalian para suplir la falta de disponibilidad de tratamientos adecuados en dosis v
formas farmacéuticas para esle grupo etarnio.

Finalmente, ln validacion del método bicanalitico seria de utilidad en estudios
posteriores de farmacocinétice, para evaluar la biodisponibilidad de BE desde los
sistemas portadores,

L.5. Organizacion de los capitulos de ka tesis

Por lo expuesto, para ¢l abordaje de los diferentes objetivos planteados, se ha
organizado este trabajo de tesis doctoral, de forma tal de ofrecer una secoencia logica
de 1+D, de acuerdo con los diferentes estudios llevados a cabo, En consecuencia, el
presente capitulo (Capiftefe 1) detalla desde una perspectiva general, la relevancia ¢
impacto de la enfermedad de Chagas, ¢l marco introductorio & esta problemition v lo
inherente al disefio de medicamentos, sobre la base de los  antecedentes
comespondientes, Seguidamente, s¢ describen los matenales seleccionados wtilizados

en ¢l desarrollo de este trabajo de tesis, principios activos y excipientes, sus
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carpcleristicas generales v aplicacionzs en tecnologia farmacéutica (Capifale ). Se

presentan los estudios in vitro que permitieron evaluar la accion combinada de B v
CMP sobre trypomastigotes v amastigotes de 7. cruzi (Capitalo 3). A partir de los PE
seleccionados, se describen las metodologias de obtencidn v caracterizacion fisico-
quimica, farmacotécnica v biofarmacéutica de los sistemas portadores de BZ v CMP,
junto con los resultados v discusidn inherentes a éstos (Capitule ). Posteriormente,
s¢ presentan los estudios in vive en animabes de experimentacidn de los F puros, que
permiten elucidar el efecto de la accidn combinada de BZ v CMP v sentar las bases
para llevar a cabo los estudios im vive de los sistemas poriadores de desarrollados
(Capitalo §). Se¢ presentan, ademds, el disefio, desarrollo y evaluacion de las
formulaciones pedidtricas desarrolladas para atender a la problemdtica de la falta de
disponibilidad de medicamentos adecuados para la poblacidn infantil (Capffule &).
Complementanamente, s¢ presenta la validacion de la metodologia bioanalitica para
cuantificar BZ en plasma humano, de acuerdo con ¢l detalle de las especificaciones
exigidas por la autoridad sanitaria (Capitele 7).

Finalmente, se exponen las conclusiones gencrabes v perspectivas 0 provecciones
que se derivan de este trabajo de tesis [ Capifalo B), 5¢ presentan ademds los Anexos

correspondientes.

Adicionalmente, se presentan las publicaciones generadas a partir del trabajo de
investigacion llevado a cabo en esta tesis doctoral.
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Capitulo 2:
Principios activos y excipientes
seleccionados

2.1. Consideraciones generales

Como s¢ menciond en ¢ capliulo lnrroduccidn peneral v obfetivay, entre los
factores determinantes que influven en la estrategia de diseno de medicamentos se
encuentran la forma farmacdéutica y las propiedades fisicoguimicas v biologicas del
principio active. Es por ello que, la seleccion, tanto de los materiales portadores como
de los F, es uno de los pasos mds importanies en el disefio racional de sistemas
farmacoterapeuticos.

En particular, durante la 1+D de sistemas portadores de F, la correcta seleccidn de
las macromoléculas que actuarin como portadores v de las moléculas bioactivas que
integrardn el sistema, condicionart no sblo las caracteristicas del procedimiento de
obtencion v del producto, sine también sus potenciales aplicaciones.

Ademas, es de suma relevancia destacar la imporancia de la via de admimistracion
¥ el grado de acepiacién por parte del paciente al ratamienio farmacolerapéutico
propussia.

2.2. FArmacos seleccionados

Dada la caracteristica especifica de la enfermedad de Chagas, se seleccionaron F
de reconocida withidad terapéutica con accidn fnpanocida. Especificamente, este
trabajo de fesis s¢ focalizd en los F; benznidazol (BZ) v clomipraming (CMP), cuyas
propiedades Gsicoquimicas v biofarmacéuticas de interés, que justifican su eleccidn,

s¢ presenlan o continuacion.

2.2.1. Benznidazol

El BZ fue desarrollado hace mas de 50 afos; fue fabricado v distribuido por Roche
{Rochagan®™) en Brasil v (Radanil™) en Arpentina hasta 2012. Lucgo se interrumpid la
proiuccidn del principio active v del medicamenio. Acualmente, los laboratorios
Maprimed y ELEA (Abarax®) producen, en Argentina, el BZ y el medicamento,



respectivamente. Fl Abarax” se comercializa bajo la presentacion de comprimidos
convencionales con dosis de 50 y 100 mg de BZ {Abarax ELEA Lab, 2016)

El BZ s ¢l F de eleccidn para ¢l tratamiento de la enfermedad de Chagas, debido a
gue presenta una remarcada actividad anti-T. oruzi in witre ¢ in vive (Coura & de
Castro, 2002; Urbina, 2010; Von, faragoza, lones, Rodriguez-Morales, & Franco-
Paredes, 2007) v una actividad tripanocida significativa en la fase aguda, con un 60 -
20 %% de la cura parasitoldgica (Urbina & Docampo, 2003, Von et al., 2007} Sin
cmbargo, presenta numeroses ¥ diversos efectos adversos, los cuales se presentan con
mayor frecuencia ¥ severidad en los adultos mayores de 18 afios, en comparacion con
los nifios (Pinazo et al., 2010; Urbina & Docampo, 2003 ).

2.2.1.1. Propiedades fisicoguimicas y farmacolbglicas de BY,

El BZ (N-bencil-2-{Z-nitroimidazol=1-i1} acetamida) e5  un  derivado
nitroimidaedhcs. En la Figura 2.1 se puede observar la esiructura quimica de esie F.

[T {

Flgura 2.1. Estructum quimica de A2

En la Tabla 2.1 se resumen algunas propiedades fisicoquimicas ¥ biofarmacéuticas
del B, que resultan de relevancia para la comprension de los diferentes pardmetros
que son estudisdos en este trabajo de tesis.

Tabla 2.1, Propiedades fisicoguimicas v ofermaccuticas de interes del BE

Sac PM Dosis

Harmace PR gty gmey T PP (mga
Benmidazol . - - - 5-10/g
(BZ) Md 0.4 260,26 0.9 2.7 H00-500

Md: Mo descripte; 8.0 selubilidad acuesa; PM: peso modar, Clogl: coeficienie de particion
cotenlada tecricamente, B diodiponibilidad oral

*(BCagim et al ., 2004 **(1F.5 MNational Libsary of Medicine, 20158) ***(Raaflauh & Fiegler,
19 TH)

Como se puede observar en la Tabla 2.1, BZ presenta una baja solubilidad acuosa,
lo cual condiciona, en pran medida, su sccion medicamentosa (Garcia, Manzo, &

Jimencz-Kain, 2015).
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La dosis de BZ recomendada en la fase aguda de la enfermedad es 5-7 mgikg/dia
para adultos y de 10 mp'kg'dia para nifios de hasta 12 afios. La administracion se
realiva en dos tomas dianas (World Health Organization, 1991). La duracion
promedio del tratamiento es 60 dias, pero en casos de reactivacion de la enfermedad
cromica, como en los pacientes inmunosupnmidos, la duracion puede prolongarse
hasta 5 meses o mids. 56lo en infecciones accidentales, sea a través del vector, por
transfusién de sangre o por contaminacion en el laboratorio, la duracidn del
tralamiento es de 10-15 dias (Vietti, Vigliano, Armenti, & Segura, 1994),

El mecanismo de accion de BZ es a través de la formacion de radicales libres v
metabolitos electrofilices (Maya et al., 2007). En la Figura 2.2 s¢ observa que el
grupo nitro del BZ, por accion de nitroreductasas, reguiere de un proceso de
transferencia de electrones para reducirse a grupo amino, lo cual genera radicales
libres v metabolitos electrofilos. El proceso mediante ¢l cual se forman los radicales
libres se inicia por una reaccion catalizada por flavoproteinas, mcluyendo Ia NADPH-
citocromo P-450 reductasa, que actla directamente sobre el grupo nitro de las
moléculas R-Nh, produciendo un radical intermedianio anidon nitro (R-WN0s7)
{Moreno, Docampo, Mason, Leon, & Stoppani, 1982). Este radical intermedianio,
entra en reciclaje redox con el oxigeno molecular, produciendo wna reduccion
parcial del oxigeno v regencrando el F (Mason & Holteman, 1975). El aniin
superdxido (Ch ) es dismutado a HyOy por la ensima superoxido dismutasa (SOL00)
{Temperton, Wilkingon, Meyer, & Kelly, 1998). El Oy y el H;Ou. en presencia de
Fe*', forman el radical libre hidroxile (OH) (Reaccion de Haber-Weiss). Estos
radicales libres, fundamentalmente el OH-, alteran la estructura de macromoléculas
biologicas: lipidos, proteinas ¥ ADN,

Por otro lado, la generacion de redicales nitro provenientes del BZ, tiene un efecto
importanie sobre el proceso infective de los inpanosomas, ya gue mejoran la
fapocitosis v aumentan la muerte del parasito (Castro, Montalio de Mecca, & Bartel,
2006). Ademds, ke ha descripto que el B inhibe la NADH-fumarato reductasa del T
eraizl, lo gue produce alteraciones en la cadena respiratoria en el pardsito (Turrens,
Wants, Zhong, & Docampo, 1996). Ademis, gatillania la expansion de células T
CDE+, lo cual pucde promover la resisicncia 3 una eventual reinfeccion, dadas las
propiedades antiparasitarias de estag células (Olivieri, Cotta-de-Almeida, & Aradjo-
Jorge, 2002).

Cebe destacar que, para poder llevar a cabo este trabajo de tesis, fue necesario
ponct a punio una metodologia de extraccion v purnificacién de BE desde los
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comprimidos comerciales disponibles (Radanil™). Esto debié realizarse debido a que
no s¢ disponia del BZ puro para adquinrlo comercialmente ¥ solo se comaba con los
comprimidos de Radanil® vencidos, gentilmente suministrados por la Coordinacion
Macional de Control de Vectores (sede Cordoba) dependiente del Minmsterio de Salud
de la Macion. El detalle metodoldgico y los resultados obtenidos respecto de la
caracterizacion de BZ extraido y purificado se presentan en ¢l Anexo 1. Sin embargo,
resulta de relevancia mencionar que ¢l BZ se obtuvo con un buen porcentaje de
rendimiento, (B7 £ 2) %o, con un alto grado de pureza, (99,2 = 0,3) %5, ¥ cumple con
las especificaciones de la Farmacopea Internacional (World Health Orgamization,
2015),

e Come )

Figura 1.2, Esquema de los pazos imvelucrados en el mecamsmeo de accion de BZ

2.2.2,. Clomipramina

La CMP es un antidepresivo triciclico que actia mediante la reduccién de la
recaptacion de serotonina y noradrenalina en el sistema nervinso central {Balant-
(Gorgia, Gex-Fabry, & Balant, 1991).

2.2.2.1. Propiedades fisicoguimicas ¥ farmacologicas de CMP

En cuante a su  estructwra, la  CMP (3=(3=cloro-10,1 | -dihidro-3H-
dibenzolb fJazepin-5-i1)-N N-dimetilpropan-l-aminag)  es  un  derivado  de |

dibenzoazepina a la que se le afiade un dtomo de cloro, mediante una reaccion de
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sustitucion electrofilica aromitica (Agranat, 2009). En la Figura 2.3 se presenta la
estruciura guimica de este F antidepresivo.

L0

Figara 1.3, Estructurs quimdca de ChP

En la Tahla 2.2 se resumen las propiedades fisicoquimicas v biofarmacéuticas de
CMP, que resultan de relevancia para la comprension de los diferentes pardmetros

que son estudiados en este trabajo de lesis.

Para el tratamicnto de la depresion, las dosis habitualmente utilizadas de CMP se
encuentran en el rango de 25 a 200 mg/kg/dia {Alborg, 1999). Sin embargo, como sc
menciond previamente, este F también presenta accion tripanocida (de Barioglio,
Lacuara, & de Oliva, 1987) v, en estos casos, las dosis a emplear en humanos serian
significativamente menores, con el fin de evitar o reducir los efectos adversos que se
podrian  presentar @ mivel central. En los trabajos reportados en animales de
experimentacion, la dosis empleada de CMP, pama la accion tnpanocida, fue de 5
mgkg/dia, administrada por via intraperitoneal sobre modelos murinos de Chagas
experimental {Gobla et al., 2010; Srauss et al., 2013}

Tabla 2.2. Propiedudes fisicoguimicas v biofarmacéuticas de interés de la CMP

- PM Dosis
Farmaco pK. (mg/L (/mol) LogP BD, (mg/diz)
P 8.98 0,293 314,85 5 e 25-150
{CMP) ! ’ i [erratica )

S wolubilided acucsa; PM: pexo moedar, LogP: coeficiente de particidn octaaoliagsa; S0,
hrpﬂ'a'.:rppﬂ-.l'hﬁﬂpd ot na,u{.!n'ﬂ'ﬂ'ﬂ R CMP clorhidrata

* (LIS, Matsnal Library of Medicine, 201 5a)

Fara poder comprender ¢l mecanismo de accion mpanocida de CMP, es necesarnio
dejar en claro que, en los mamiferos, el sistema de defensa redox se basa
principalmente en las envimas glutation oxidasa y ghetation reductasa, Sin embargo,
en los Trypanosomas, este sistema de defensa es reemplazado por uno andlogo,
basado en las enzimas tripanotiona peroxidasa (TF) y tripanotiona reductasa (TR)
{Fairlamb, Blackbumn, Ulrich, Chait, & Cerami, 1983), Las similitudes que presenta
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en su accion, comparada con ¢l ghutation reductasa, sugieren que la TR podria tener
ung funcron crucial en el secuestro de radicales bbres v especies reactivas del
oxigeno, que st forman en los procesos metabolicos cuando los pardsitos se
encuentran sujetos a4 cstrés oxidativo por la respuesta inmune del huésped (Olin-
Sandoval, Moreno-Sanchez, & Saavedra, 2010). En particular, la TR inervieng ¢n
regcciones redox dependientes de MADPH v es la responsable de la conversion de la
forma oxidada T(S) [forma disulfuro - tripanodiona oxidada] a la forma reducida
T(5H}: [forma dihidrosulfuro - tmipanotiona reducida) (Pita & Pascutti, 2012), como

se puede observar en la Ecuacion 2.1
NADPH + H' + T(5), - TE L NADP* + T(5H), Ecuacion 2.1

Su accion, junto con ls TP, contribuye a un cficaz sistema desintoxicante de
hidroperdxidos en los Trypanesomas. Como se puede observar en la Ecuacion 2.2,
luego de que se forma la especie T(SH)-., la accion de la TP permite la regulacion de
las especies reactivas del oxigeno al oxidar el Ha0. a H:O (Krawh-Sicgel &
Schoneck, 1995),

T(SH}, + H.0, — 5 T(5).+ 2H,0 Ecuacidn 2.2

D¢ este modo, la TR se constitwye on un blanco molecular especifico en el T eruzi
{Ravaschino, Docampo, & Rodrigucz, 2006), En particular, CMP intcraciia con las
membranas, con profeings celulares, con receptores dopaminérgices, inhibe la
actividad ATP-asa dependiente de Mg, aumentan la fluidez de la membrana y
presentan una marcada actividad anticalmoduoling (Bondy, 1995 Paglim-Ofiva &
Rivarala, 2003).

En estudios previos, de Banoghio et al. { 1987), demostraron que uno de los efectos
tripanocidas de CMP sc debe a so accion anticalmodulina v, a que i vigro, inhibe la
motilidad v produce muerte de los trypomastigoics v cpimastigotes de T2 cruzi (de
Barioglio et al,, 1987). Estudios experimentales realizados en ratones demostraron
que produce la muerte de trypomastigotes y, ademds, disminuye los sintomas de la
cardipmiopatia {Gobbi et al, 2000, KEivarola el al, 2005). La particularidad mds
destacable que presenta CMP, en su mecamismo de accion, es o capacidad de actuar
como inhibidor directo de la TR, La actividad del sistema activado triciclico-
peroxidasa, a traves de tres perosadasas diferenies, fue reportado por Guitierrez-
Correa of al. (2001} v, a partir de su esmadio, se apoya la hipitezis segun la cual los
radicales catiénicos producidos por peroxidacion de log F mriciclicos, entre ellos CMP,
inhiben a la TR (Gubierree-Correa, Fairlamb, & Stoppani, 2001 ). En la Figura 2.4 s¢
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representa esquemdticamente la interaccion entre CMP v la TR a partir de lo
reportado en la bibliografia (Pita & Pascutti, 2012).

ali-1l
T, {Triganotiong exidada) TIEHD, (Tripsnationa redocida)

Figura 2.4, Interaccion de clomipramina con TR, Modificade de (Fia & Pascari, 200 7).

Cabe destacar que, para poder utilizar la CMP en el desarrollo de los sisternas
portadores, fue necesario poner & punto una metodologia para neutralizar la sal
clorhidrato de CMP, que es Ta forma en la que s¢ dispone comercialmente. El detalle
metodoldpico inherente a ésto se detalla en el Amexo 2. Sin embargo, resulta de
relevancia resaltar que, la metodologia desarrollada, permitic obtener CMP neutra, en
forma de salido cnistaling, con = 70 % de rendimiento,

2.3. Polielectrolitos seleccionados

La seleccidn de los PE, basada fondamentalmente en sus caracteristicas
fisicoguimicas, wuve on cugnta fambién ofros Criterios, tales como ausencia de
towicidad, impacto en su utilizacion, costo ¥ dispombilidad cn ¢l mercado.

Paru el desarrollo de los sistemas portadores propuestos, se considerd la seleccidn
de polimeros gue son ampliamente wtilizados en farmacia, sobre la base de que éstos
presenten una segunidad que estd clinicamente probada v cuyo comportamiento in

vive & encuenire minuciosamente estudiado.

2.3.1. Polimetacrilatos

En particular, los copolimeros del dcido metscrilico y diferentes ésteres acrilicos o
metacrilicos de interés farmacéutico, son macromoléculas lineales, conocidas
comercialmente como  Fudragit™. Se dispone de una amplia varedad de
presentaciones de estos polimetacrilatos, con diferentes caracteristicas v aplicaciones
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en tecnologia farmacéutica, principalmente, orientadas a localizar la accion de los F
en formas farmacéuticas de administracion por via per-oral (Degussa Pharma, 2007;
Dittgen, Durrani, & Lehmann, 1997). Estos polimeros, han sido ampliamente
utilizados en comprimidos, grinulos, micro ¥ nanoparticulas, generalmente como
agentes de recubrimiento o como ligantes en los procesos de granulacion para la
preduccion de comprimidos malnciales (Rowe, Sheskey, & Quinn, 2009}, Debido 4
la baja temperatura de transicion vitrea (Tgh que presenta un grupo de Eudragit”,
ademas de las aplicaciones mencionadas previamente, han comenzado a unlizarse
come materiales fusibles en  granulacion por  fusidn-cxtrusion, un  noevo
procedimiento que se introduce en el drea de 1a tecnologia farmacéutica, para producir
pellels esléricos ¥ compactos, sin la necesidad de utilizar solvenies (Degussa Pharma,
2007, Nollenberger & Albers, 2012).

Los polimetacrilatos son ampliamente wilizados en formulaciones farmacéuticas,
por ser considerados no (WOXicos ¥ oo iritanies. Sobre la baze de estudios de toxicidad
oral en ratas, una cantidad de F.um-.agil“ de 2200 mgkp'dia es considerada sepura en
humanos (Rowe et al., 2009). Ademads, estos materiales s¢ encuentran inchudos en las
bases de datos de la U5, Food and Drug Administration y forman parie de la lista
GRAS (generally recognized as safe), para su utilizacion en la formulacion de
capsulas orales v comprimidos, Paralelamente, se encuentran aprobados en el Reino
Unido para uso no parenteral v estin incluidos en el listado de excipientes aceptables
de Canada (Chatterjee & Aba, 2014; Rowe ¢t al., 2009],

Si se tiene en cuenta la estructura quimica de los Fudragit®, éstos pueden dividirse
en dos clases, en funcidn de si sus propiedades son dependicntes o sensibles al pH o
si son independicntes de éste parmimetro. La primera clase, correspondiente a los
Eu.']ragit"' con propicdades dependientes del pH, incluye los copolimeros con
unidades monomericas onizables en sus estructuras, o cual provoca gue sean
golubles en determinadas secciones del TGL En este sentido se tiene, por un lado, los
policationes, como el Fudragit® E, que son solubles en el entorno dcido del estémago,
mientras que los polianiones, como los Eudragit™ L, 5 v FS, son estables ¢ insolubles
a pH dcido, pero se disuelven a pH mds elevados, como el que se puede encontrar en
lag distintas secciomes del intesting, Las particutaridades inherentes a cada wna de
estas propiedades, permiten que sean aprovechadas en el disefio y desarrollo log
sistemas “inteligentes” de liberacion modificada, que liberan al F en una determinada
seccion del TGI Algunos ejemplos de estos incluyen los sistemnas gastro-retentivos,
de liberacidn retardada o pulsail (Thakral, Thakral, & Majumdar, 2003},
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La segunda clase consiste en los Eudragit® cuyas propiedades son independientes
del pH. Esta propiedad se la confiere la presencia de grupos funcionales en sus
estructuras, que s¢ encuentran ionizados en todo el ntervalo de pH. Dentro de este
grupo se incluyen los Eudragit® RS v RL, que poseen en su estructura,
aproximadamente, un 5-10 % de amonios cuaternarios. Dentro de esta clase, también
se encuentran los Fudragn™ neutros, que no presentan grupos jonizables en su
estructura, debido a que todas las unidades de acido metacnlice se encuentran
esterificadas, Este grupo de polimeros se utiliza, més frecuentemente, en el disefio de
sistemas “inertes” de liberacion extendida o prolongada (Thakral et al., 2013).

Para el desarrollo de este trabajo de wesis se seleccionaron cinco polimetacrilatos
donados gentilmente por Erilfarma Argentina {Evonik Rohm GmblH): Eudragit™ EPO
(EuE) que presenta caracteristicas bisicas y Eudragit™ L100 (EuL), Eudragit™ L10055
(EuLD), Eudragit® S100 (EuS) y Eudragit™ FS 30 D (EuFS), que presentan
caracteristicas  dcidas. Todos son  polimeros  lincales vy flexibles, sin
entrecrzamientos, que generan dispersiones acuosas de baja viscosidad. En la Tabla
2.3 se presentan las principales caracteristicas fisicoquimicas de los polimetacrilutos
seleccionados.

2.3.1.1. Eudragit® EPO

El EuE es wun copolimero lineal cationico constitwido por  grupos
dimetilamincetibmetacrilatos (DMAEMA)} ¥ otros ésteres neotros  del  acido
metacrilico (Figura 2.5). Este polimero se presenta como un polvo blanco y exhibe ¢l

caracteristico olor a las aminas.

Los grupos funcionales aminos del EuE dan lugar a la formacion de peliculas
solubles a pH dcido. que resultan de utilidad para liberacion de F a mivel gastrico,
para conseguir un efecio protecior frente a la humedad v otros factores ambientales, o
hien, para el enmascaramiente de las propiedades organolépticas desfavoerables de
algunos F.

o
Cg\ﬂ BN ™\
CHy— CHs CaHy CHy

Fipura 2.5. Estructura quimica del Eudragit® EPO
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2.3.1.Z. Eudragit® L100 y 5100

Los Eul ¥ EuS son copolimerss aniontos lineales basados en umidades de dcido
metacrilico ¥ de ésteres metilmetacrilato (Figara 2.6). La proporcidn de mondmeros
con grupos acidos hibres v ésteres es aproximadamente 101 en el Eul v 1:2 en el EuS
(Degussa Pharma, 2007; Thakral et al., 2013).

Estos polimeros se presentan como polvos blancos, con olor caracteristico v son

solubles en soluciones con valor de pH cercanos a la neutralidad,

En particular, las formas aniomicas de los Eul y EuS, que incorporan em su
estruciura grupos carboxilicos, se ionizan v son solubles a valores mas elevados de
pH (pH > 6 v 7, respectivamente) v, por lo tanfo, con dtiles para ser aplicados como
materiales gastro-resistentes (Chang, Peng, Tnvedi, & Shukla, 2009},

= -

CHa LHs

Figura 2.6. Fstruciurs quimica de log Eudragit® L100 (Ful) v S100 (FuS) La relacion de grupos
acidos carboxilicos/unidades esteres e5 101 en Eul. v 1:7 en EuS,

2.3.1.3. Eudragit® L100 55

El EuLI} ¢s un copolimero anidnico lincal hasado en unidades de dcido metacrilico
y ésteres de etilacrilato (Figura 2.7), que se obtiene mediante secado por spray a
partir del Eudragit™ L 30 D55, que se presenta como una dispersion acuosa. La
proporcion de mondmeros con grupos dcidos libres v ésteres es 1:] (Chang et al.,
2008 Thakral et al., 2003).

Este polimero se presenta como un polvo blanco, que puede ser redispersable en
agua v da lugar a la formacion de una dispersion opalescente, con propicdades
gimilares al Fudragit® L 30 D535, del cual deriva. Este tipo de polimeros es de
utilidad en el recobnimiento de sistemaz matnciales o comprimidos, ya que se
disuelve a pH = 5,5 y, por lo tanto, es insoluble en medio gistrico, pero soluble ¢n las
primeras porciones del intestino, lo cual permite una liberacion del F sitio-especifica
(Chang et al., 2009).
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Figura 2.7. Estrusctura quimica del Eudragit® 1100 55
2.3.1.4. Eudragit® F5 30 D

El FuFS se presenta como una dispersion acwosa de un copolimero amidnico
basado en umdades de dcido metacrilico y ésteres de metilacrilato y metilmetacrilato
{Figura 2.B). La proporcion de mondmeros con grupos dcidos libres v ésteres es
aproximadamente 1: 10 (Chang et al., 200%; Thakral et al., 2003}

Este es un polimero fexible v de gran utilidad como agente de cobertura externa
en las formas farmacéuticas solidas. Debido a que se disuelve a pH = 7, es de

preferencia para lograr liberacion de F a nivel colonico (Chang et al., 2009),

Debido a que cste polimero se presenta comercialmente como una dispersion
acuosa, para su utilizacion en este trabajo de tesis se obtuvo ¢l material en estado
solide mediante liofilizacion de la dispersion acuosa, congelada previamente o -18
"C, para lo cual se utilizd un hofilizador Labeonco™ Frecee Dry System/Freeze Zone
6 {Kansas City, MO, LISA).

mn
Figura 2.8, Estructura quimica del Budragit® FS 30 D

Como s¢ pucde obscrvar en las estructuras guimicas de los polimetacrilatos
anidnicos (Figuras 2.6-E), todos ellos presentan como grupo funcional caracteristico
al dcido carboxilico, peéro se diferéncian en los sustituyentes que presenta la umdad
monomérica, que ¢n algunos casos comesponde a ésteres metilmetacrilato (Eul. y
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EuS), en oiros a ésteres chlacrilato (EulD} o bien, a ésteres de metilacrilato v
metilmetacrilato (EuFS). Estas particularidades en su estructura les confieren
propiedades caracteristicas y particulares, principalmente en lo gue refiere o su

solubilidad en funcidn del pH, como puede observarse en la Tabla 2.3,

Tabla 2.3. Cargeteristicay v propledodes fisvicogquinidcas de interds de lox polimetacrilatos

relecrionados

Folimeracrmiatos sebecclonados ded T F widwanis

Anlénicos
Stog. Lioss

EPO

Progciades

Lign

F'ull!_l:ulsl Polificido Peliticide : Ml.'h'lll.:.rll-ﬂll.l.
c APOT: metacrilaio, [2- crilisg dlico Poditncido mtil-
.‘I::u' = dimetilamunoctil) okl Y matil ! mmetacrlice, mctacrilato v
. muzeacmlata, mitil X eblacnlao) 1:1 dcido
mctacrifabo) U:1  metacmlata) 122 s
mtacrilats) 1:2:0 mictacrilics
m -l THID — 125000 — 12500 — 1M} — RN
pka q" aO0TT T LTy L grree
Kaoloble em Haluble e Soduble en
Boluhle en Acebnna, acetona, poEiodn,
bk e meinnol, etsnpd,  ctamol 95 %, clanal 95 %4, channd 5 Y
2-perpancl, metanal ¥ 2- metanid ¥ 2- metanof ¥ 1-
acetana propanol prapans] ¥ propanol ¥
MaldH 1 & NeOH I ™
& Saluhle em Suluble en Sulbabic en
Holwhle en i : 5
Dssdmcion en i i o Mz fluido fluiidn S lahbs & pH
funcide dell pht” - <5 imestinad apll  intestinal a pH milestical a pH =45
P -6 -7 .53
nd
:ﬂ“I ““... 16 502040 50200 50-200 410
e d®
'#::‘T [LEARESTE. 4 ORI K52 B3 E52 0,E21-0 R4] SR 0K
Mo ex pomible determines el
Tempersiura
i areadietia valor debido al solapamicnio
- z - & con ¢l dafio de los grupos - 11D e |
Oy funcionales & tlempermnirss =
150 °C
:’::__"‘f':“ si6i0tde  485100de 428000 53010%de  3,7000% de
imnizables'g de grpoe SR A iBriipros iy S
N » -MiCH , RO -ROCC0H -RCTHYH SRCOHH
pulimern

(Thakral et al, 2013); “(Evonik Industries, 2006); ~ (Chang e al, 2009); * (Menjoge &
Rulkarms, 2007); ® " (Laulchi, Tripathi, & Mathiowate, 20005; 7% " (La, 2005); """ S mfonna cl
valor correspondiente al dcido polimetacrilico (Kachalsky & Spitnik, 1947) ¥ Determinado
expenmenalmente. de scuerdo eon ¢ detalbe preceniads en el apanado 223,

Como se puede observar en las estructuras quimicas de los polimetacrilatos
amonicos (Figuras 2.6-8), todos ellos presentan como grupe funcional camcteristico
al acido carboxilico (delimitade por linea continua), pero sc diferencian en los
suslituyentes que presenta la unidad monomérica (delimitado por linea discontinua),

que cn algunos casos cormesponde o éstercs metilmetacrilato (Eul y EaS), en otros a
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ésteres enlacrilato (EulD) o bien, a ésteres de metilacrilato v metilmetacrilato

(EuFS). Estas particulandades en su  estructura, les confieren propiedades
caracteristicas y peculiares, principalmente, en lo que refiere a su solubilidad en
funcidn del pH, como puede observarse en la Tabla 2.3,

2.3.2. Polisacaridos

Los polisacdndos son polimeros  naturales  formados por la  umidn  de
monosacaridos que se unen repetitivamente mediante enlaces glucosidicos. En la
naturaleza, los polisacandos sc pucden obtener de diferentes fuentes, tales como los
alginatos, que =¢ obtiencn de algas; la pectina v Ia goma guar, que se obfienen de
plantas; dextran ¥ goma xantan, que son de ongen microbiano; chitosan y condroitin,
que son de ongen ammal (Sinha & Kumrna, 2001 ).

Estos polimeros, pucden presentar un gran nimero de grupoes funcionales reactivos
¥ pueden Hegar a ener pesos moleculares muy diversos, dependiendo del mimero de
residuns o unidades de monosaciridos, es decir, de su composicidn quimica, lo gue
contribuye a la gran diversidad en estructuras y propiedades de estos polimeros (Lia,
liao, Wang, Zhou, & Zhang, 2008; Sinha & Kumria, 2001}

Los polisacaridos son biomatcnales naturales, altamente cstables, scguros, no
iéxicos, hidrofilicos v biodegradables, propicdades que  les  confieren
biocompatibilidad v una pran versatilidad para ser utilizados en el dmbiwo
farmacéutico (Launenzo, 2010; Lee, Park, & Robmson, 2000). La mayoria de los
polisacaridos namerales presentan en su estructura grupos hidroxilos, carboxilos y
aminos, que les permiten formar enlaces no covalentes con los tejidos bioldgicos,
tales como los cpitelios o las mucosas, 1o gque favorece ¢f proceso de bioadhesion, Por
ejemplo, ¢l chitosan v los alginatos son buenos materiales binadhesivos que permiten
prolongar ¢l tiempo de residencia de una formulacion v, en consecuencia, aumentar la
absorcion de los F que vehiculizan (Lee ot al., 2000).

Las propiedades particulares que presentan cstos polimeros en cucstiones de
serundad, toxicidad ¥ disponibilidad, los hacen muy mieresantes en el disefio v
desarrollo de sistemas para liberacion controlada de F v, desde hace varios anos, sc
vienen ulilizando con diferentes propisitos en el ambito farmacéutico {Lemarchand,
Gref, & Couvreur, 2004 ; Rubinstein, 2000},

Dadas las caracteristicas de biocompatibilidad v biodegradabilidad, estos
polimeros se encueniran incluidos en la lista GRAS de la US. Food and Drug
Administration para su utilizacion en farmacia {Dorish, Kaplan, & Skaugrod, 2001 ).
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Estos polimeros, también pueden dividirse en PE y no PE. Dentro del primer

grupo, s¢ puede hacer una clasificacion adicional, en catidnicos o amonicos (Liu et
al., 2008).

Para el desarrollo de este trabajo de tesis, se seleccionaron dos polisacandos gue se
comporan como PE: chitosan (Chi) de bajo peso molecular, como polimero catidnico
v dcido alginico (AA), como polimero anidnico. En la Tabla 2.4 se presentan las
principales caracteristicas fisicoguimicas de los polisacaridos seleccionadios.

2.3.2.1 Chiltosan

El Chi es un copolimero compueste por unidades repetitivas de M-acetil-D-
glucosamina y D-glucosamina, que sc obtiene por la desacenlacion parcial de la
quitina (Figura 2.%). El Chi ex una biomolécula extraida de las “edscaras™ de
crustacens mannos, tales como langostas, cangrejos y gambas, asi como en olros Con
exoesqueleto o caparazdn (Mium, |99, Singla & Chawla, 2001 ) .

T
L)

B 3.6 )[\U\
| MNHF |

n

R=Ho COCHs

Figura .9, Estnsciura quimica del chitosan

Este polimero es ubilizado en la industnia cosmética y se encuentra bajo
Investigacion para su uso cn numerosas formulaciones fammacéuticas, en panticular
para su aplicaciim en zistemas de hiberacion modificada de F (Jones, 2009, Kas,
1997, Singla & Chawla, 2001). Dentro de esias aplicaciones, se destacan su uso en
formulaciones mucoadhesivas, en sistemas de iberacion a nivel coldnico, formas
farmacéuticas de muy répida liberacion del F, para optimizar la liberacion de
péptidos, como agente viscosanie, entre otras. 5S¢ ba ulilizado para obtener geles,
films, microesferas, comprimidos, pama levar a cabo procesos de granulacion
convencional, secado por spray, entre oiras aplicaciones (Jones, 2000, Singla &
Chawla, 2001).

El Chi es inodoro y se presenta como un polve blanco o amarillo (Jones, 2009). El
grado de desacetilacion v el peso molecular de este polimero son los principales
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pardimetros que permiten definir sus caracteristicas fisicas v quimicas, que son las que
condicionaran sus aplicaciones, Una hmitacidn en su uso se debe a la baja solubihdad
acuosa ¢n un amplio intervalo de pH, debido a que este polimero s6lo se disnelve en
soluciones acidas diluidas de pH = 5 (Berth & Dautzenberg, 2002; Berth,
Dautzenberg. & Peter, 1998).

2.3.2.2 Acido alginico

El AA es un polimero natural provenienie de diferentes fuentes naturales, En
particular, en este trabajo de tesis se utilizd uno proveniente de algas marinas pardas,
de la especie Macrocystis pyrifera. En estas algas, el AA es el polisacdndo mas
abundante y comprende el 40 % del peso seco del vegetal.

Este copolimero cs lincal y estd constituido por unidades de dcidos a-(1—+4)-L-
gulurdnico (G) y [i={ | —4)-D-manurinico (M) (Figura 2.10)

Unidades manuronico (M) y gulurdnico (G)

Figurs 210, Estruchora quimics del scido alginico

Las unidades G y M sc ubican en ¢l polimero formando bloques homogéneos, que
son separados por otros de unidades altemantes y la proporcion de éstos es diferente,
segun el ongen del polimero, En la Figura 2.11 se observan los diferentes lipos de
blogues, de unidades alternativas, que se pueden presentar en el deido alginico, que
dependen de las especies de las cuales se extrae el polimero (Tennesen & Karlsen,
2002). Esto s debe a que, durante la biosintesis del polimero, las cadenas de poli-
manuronato son sustrate de la C-5-cpimerasa que transforma las unidades M en G,
cuya actividad depende de la especie, edad, condiciones de crecimiento, seccion del
vegetal, estacion del afio, entre otros (Gacese, 1988).

El AA es pricticamentie inodoro e insipido y se presenta como un palva blanco o
amarillo pélido (Repka & Singh, 2009). Se utiliza en la industria alimentaria,
farmacdutica, cosmética y texnl, para espesar soluciones, como agente gelante ¥ para
formar peliculas sobre diferentes superficies. En particular, en ¢l ambito farmacéutico

e utiliza tradicionalmente como excipiente en formas farmacéaticas orales y topicas
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de liberacidon inmediata, como agente esiabilizante de suspensiones v emulsiones,

desimtegrante de comprimidos y cipsulas, ligante en comprimidos v viscosante de
pastas v cremas {Bepka & Singh, 2009},

Figura 2.11. Tipos de blogues en la estructurn guimicn del deido al ginios
{extraido de Algpinare in dvag delivery syafesis (Tonnesen & Karlsen, 2002 )

Ademis, existen anfecedentes del uso de AA o sus sales en formulaciones liguidas
de liberaciion modificads para administiracion oral, ecular v transdermal, debido a 20
capacidad de gelificar en presencia de fluide ghsirico (Zatz & Woodford, [987) o en
presencia de cationes divalentes (Mivazaki, Kubo, & Aftwood, 2000} Sus
propiedades muchoadhesivas permiten asvmentar el tiempo de residencia de las
formulaciones ofidlmicas {Ludwig, 2005).

Como s¢ pucde observar, fodos los policlectrolilos seleccionados han  sido
ampliamente uwlilizados con diferentes propdsitos en ¢l dres farmacéutica. La
particularidad de la seleccion realizada en esia lesis, se fundamenta en el
aprovechamiento de las propiedades particulares que cada uno de estos matenales
exhibe; dentro de las cuales, se destacan las carscteristicas de éstos que permiten
modular la liberacion de los F que vehiculizan, Se pretende hacer uso de dichas
potencialidades, a los fines de proponer alternativas superadoras, en lo que respecta a
la optimizacion de la farmacoterapia de la enfermedad de Chagas, a través del disedio
y desarrollo de nuevos sistemas portadores de los F tnpanocidas seleccionados.
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Tabla 24, Caracteristicas v propiedodes fisfcoguimicas oy infeves de Tos polisacaridos

selecoionados

Polisacarbdes seleecionudos

Propiedodes i wiiomivn Amrbibeo

C hitosan Acidn alginico
fi=f L=garhoxifato-d, S-dihidroo-6H-

i s iy
E:{::ﬂlklﬁn Podi-f-(1,4)-2 amm?-h-m:-:-m o aetorbamins SoTiont Sodilsick s
q . : = Jometoxiosans-2-carboxilan
1 D000 00000
" {depende del tipo v del prado de 20000240000
[ dunll|:|:.|:|fu1‘||
pKa 63" 1,38 (M) vy 3,65 (G

Soluble en hdrbxidios alealinas ¥
miry ligeramente solublie en etzmol

(95 %6} y otros solventes orginicos,
En agua se lancha, pero no se

Soluble en soluciones diluidns ¥
Solubilided concentradas de doidos organicos
e inorginicos (excepto en dcido

fasfarico v sulfiirico)”

disuahve
Dsoluciin cm Soluble en fluide gismico de pH  Soluble en fluido intestinal de pH =
funcian del pH < 6,5 5
. -
Viscoshdad S0-260 & L“jﬂ Ny 2 %,
[miPas| fen soluciones deidas ol | %) e it I
feRpectivamenie |
Densidad [giem’ 1,351 40" 1601
Temperstura de
tramsician vitres' 203" ~110T"
I*Cl
Equivalentes de 3
grupos londcables’s 511,107 de grupus -NH; M.I.Dm:dt;'.ﬁl-]mm
de polimere*

(Jones, 2008~ (Repka & Singh, 20040 7 (L, Chen, Hamman, Wi, & Zhai, 2008 " (Holte,
Omsayen, Myrvold, & Karksen, 2003); ™ ¥ 7 (Nakamura, Nishimura, Hatakeyvama, & Hatakeyama,
1995); * Determinado experimentalmente sconde al detalle del apartado 2.3.2

2.3.2. Titulaciones potenciométricas de los PE seleccionados

Para poder obtener los sistemas portadores en proporciones estequiométricas, es
necesario conocer los equivalentes de grupos ionizables gue presentan por unidad de
gramo del polimero en estado solido. En el caso de los PE seleccionados, es necesario
conocer la cantidad de grupos dcidos carboxilicos, que pueden ser ionizados 3 aniones
carboxilatos en los PE acidoes, o la centidad de grupos aminos, que pueden ser
protonados en los PE hdsicos, por interaccion con F o con otros PE. Para poder
realizar la determinacidn de los prupos ionizables, se utilizsd una metodologia
desarroliada en nuestro de investigacion, conocida como potenciometria diferencial
de bamido, que resutia de gran uwiilidad por su mayor sensibilidad, cuando la
polenciometria dcido-base convencional, no da lugar a puntes de inflexion apropiados

para una finalidad analitica (Manzo & Lunz, 1986).



Para la realizar las determinaciones, se prepard una solucidn estindar de KHF
{patrén primanio), a partir de l2 cual se ttuld una solucion de referencia (R},
compuesta por 10 ml de NaOH 0,05 M y 10 ml de agua (pairdn secundario),
Posteriormenie, se tituld una solucion de HCI 0,05 M (patron terciario) a partir del
patrén secundario, previamente valorado.

En paralelo, se prepararon las muestras problema (F), para lo cual se midio una
cantidad exacta del PE a valorar, aproximadamente 20 mg, la gue se dispersd en 10
mL de agua v 10 mL del patrén valorado. En ¢l caso de los PE basicos (EuE v Chij,
se ulilizhd el patrin secundario, correspondiente a la solucion de NeOH 0,05 M. En el
caso de los PE dcidos, se utlizd el pairdn terciario, correspondiente a la solucion de
HCl 005 M. Luego, las P fueron tituladas potenciometricamente con ¢l patron
terciario y sccundario, respectivamente. En todos los casos, el titulante se adiciond en
incrementos de volumen (V) fijos, tanto para R como para P, de modo (al de que, en

ambos sistemas de valoracion, se mantuviera un AY constante,

Posteriormente, e praficaron de a pares (R y P) los resultados obtenidos en las
diferentes titulaciones, que fueron expresados en pH vs V de ttulante, A partir de las
graficas, s¢ determind el arca (A) delimitada por las curvas P y R, a partir de la cual
se calould el nimero de equivalentes de grupos jonizables del PE por gramo, Los
resultados obtenidos se encuentran detallado en las Tablas 2.3 v 1.4,
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CAPITULO 3-

ESTUDIOS IN VITRO DE LA COMBINACION
DE BZY CMP




Capitulo 3:
Estudios in vitro de la combinacion
de BZ y CMP

En este capitulo se presentan los estudios in virro realizados en cultives celulares

de trypomastigotes v amastigotes de T cruzi, para evaluar la combinacién de BZ v

CMP como F rripanocidas.

Estos ensayos fueron realizados en colaboracion con la Dra. Pilar Acki, ¢f Dr,
Micolas Ponce v la Biog. Liliana Sanmarco, del Centro de Investigaciones en
Bioquimica Clinica ¢ Inmonologia (CIBICH-CONICET v  Departamento  de
Bioquimica Climca de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de
Cordoba, Cordoba, Argentina.

3.1. Introducciton

La enfermedad de Chagas ha sido declarada, por la Organizacion Mundial de la
Salud, como una “enfermedad desatendida u olvidada™ % representa un grave
problema de salud pablica en América Latina (Campi-Asevedo et al. 2015; Moncayo
& Silveira, 2009; Schofield, Jannin, & Salvatella, 2006; World Health Organization,
2015). Como se describic en el capitulo | ferroduccidn general v objetivos, esta
enfermedad tropical se ha convertido en un grave problema de salud poblica a nivel
mundial, debido a la resurgencia de Iz enfermedad en dreas endémicas del mundo v
por las migraciones de persenas infectadas, desde estas dreas hacia palses no
endémicos (Cencig, Coltel, Truyens, & Carlier, 2012, Rassi, Rassi, & Marin-MNeto,
2010). Ademis, hasta la actualidad, la enfermedad de Chagas ha resistido los intentos
por desarrollar quimioterapias cficaces v seguras, v ¢l desarrollo de una vacuna
profilictica efectivi, atn no se ha logrado.

Los dos F con demostrada eficacia frente a T cruzi, BZ v WFX, presentan una
actividad tripanocida significativa en la fase aguda, con un 60-80 % de la cura
parasitoldgica (Urbina & Docampo. 2003; Von, Zaragoeza, Jones, Rodrigucz-Morales,
& Franco-Paredes, 2007). Ademas, BZ presenta una remarcada actividad anti-T, cruzi
in vitro ¢ in vive v es el F de eleccion para el tratamiento (Coura & de Castro, 2002;
Urbina, 201(; Von et al., 2007), Sin embargo, el tratamiento induce [recuentes



efectos adversos, especialmente en adultos (Castro & Diaz de Toranzo, 1983:
Davies et al., 2014; Maya et al., 2007: Rojo et al., 2014).

Al considerar las limitaciones de los tratamientos etioldgicos sctualmente
disponibles. el desarollo de nuevas estrategias, que empleen combinaciones de los F
existentes, resulta uma fnteresante alternativa a ser tenida en cuenta, con el fin de
proponer tratamientos que puedan ser superadores, para la optimizacion de la
farmacoterapia antichagisica (Chatelain & losel, 2011).

En este sentido, en las ultimas dos décadas, nuevos intenios para mejorar la
farmacoterapia de la enfermedad de Chagas han sido estudindos, especificamente
dirigidos a diferentes targer especificos del pardsito, tales como los derivados de
triazoles, inhibidores de la escualeno sintasa o cisicinproteasa, entre olros compuestos
(Bern, 2011; Urbina, 2000).

En este contexto, en la bisqueda de nuevos agentes tnpanocidas que sean eficaces
v con menores efectos adversos, Hammond ef @l (1984) realizd un “screeming” de
500 compuestos, demostrando que 71 fueron activos frente a trypomastigotes: entre
éstos, las fenotiarinas v los antidepresivos triciclicos, como CMP, que a la vez son
inhibidores directos de la enzima tripanotiona reductass (Hammond, Cover, &
Gutteridge, 1984; Rivarola et al.. 2005). 5e propone que, el efecto terapéutico de
CMP en los animales de experimentacién tratados, se debe a su capacidad para inhibir
selectivamente la tripanotiona reductasa v su accion anti-calmoduling que regula la
homesotasis del Ca™ (Rivarola et al., 2005).

Adicionalmente, al considerar las posibilidad de resistencia parasitaria ¥y la
existencia de mas de una cepa de parisito en el mismo huésped, se propone, como
hip&tesis de trabajo, que un tratamiento combinado con dos F con diferentes
mecanismo de accion, podria ser una estrategia para mejorar la farmacoterapia de la
enfermedad de Chagas (Araujo, Martins-Filho, Pereira, & Brener; Strauss et al., 2003;
Urbina & Docampo, 2003 ).

En este marco, se propuso cvaluar im witro fa actividad tripanocida de la
combinacion de BE v CMP, mediante la técnica de cfeckerboard, a los hines de poder
evaluar el efecto de ln accion combinada de ambos F, sobre cullives celulares de
trvpomastipotes v amastipotes de T cruzd, forma  infiectiva v replicativa,

respectivamente. Sobre la base de estos esnidios, posteriommente, se propuss ahordar



estudios preclinicos de eficacia y seguridad, los cuales se presentan en el capiiulo §
de este trabajo de tesis.

3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Materiales
3.2.1.1. Firmacos

Los F utilizados fueron CMP clorhidrato (grado farmacéutico, Parafarm®, Bs As.,
Arpentina) ¥ BZ extraido v purificado desde los comprimidos comerciales
disponibles {Ra.:l.a.rlilt_ Roche, Argentina).

3.2.1.2. Reactivos v medios de cultivo

Los medios de cultive utilizados fueron: DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's
médium; Gibeo Invitrogen Corporation, Mew York v EPMI (Roswell Park Memorial
[nstitute médium; Gibeo Invitrogen Corporation, Mew York).

Ademis, se utilizd suero fetal bovino (Gibeo Invitrogen Corporation, New Y ork),
L-glutamina (Gibco by Life Technology. Japsn), gentamicina (grado farmacéutico,
Parafarm®, BsAs., Argentina), dimetilsulfoxido (DMSO, Merck®, Alemania),
formalina bufferizada 4 % (Merck®, Alemania) v Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA).

3.2.2. Estudios in vitro sobre trypomastigotes

Los estudios i vitro fueron realizados mediante la téenica de checkerboard para
o cual se ubilizaron trypomastigetes de T cruzd de la cepa Tulahuen v se evalud el
efecto  mripanocida de BE v CMP, selos o en combinacion, en diferentes

concentraciones.

3.2.2.1. Obtencion de los trypomastigotes en cultivos de celulas de
mamiferos

Para lo obtencion de los pardsitos se ulilizaron monocapas de células Vero (linea
celular obtenida del rifidn del mono verde africano adulto normal, Rhesies), las cuales
fueron infectadas con las formas trypomastigotes de T cruzi de la cepa Tulahwen y
mantenidas con medio RPMI a 37 °C v en una atmosfers de 5 % de C0:, Los

trypomastigotes fueron colectados del sobrenadante de las células infectadas v
obtenidos por centrifugacion a 4400 r.p.m. por 5 min. El concentrado de parasitos, fuc
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resuspendido en medio DMEM v ¢l recuento de pardsitos viables se llevd a cabo en
camara de Neubauer, mediante observaciin directa al microscopio dptico.

En la Figura 3.1 se resumen los pasos necesarios para la obtencion de los

trypomastigotes.
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Figura 3.1. Proceso esquemitico para In obtencitn de los trypomastigotes del T, cruzi de la copa
Tulnhuen, sobre la base de la utilizason de cultivis de células YVero.

34.2.2.2, Checkerboard test para evaluar la actividad anti-trypomastipote de
BZy CMP

La tecnica de checkerboard se llevo a cabo en un multiwell de 96 pocilios, Se
inocularon los trypomastigotes (1 x 10° parasitos/ml. en cada pocillo) en medio
DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovine (DMEMc), a pH 7.4; 2 mM de
L-glutaming ¥ 50 mg/L de gentamicing. En cada pocillo se adiciond 20 pl. de sangre
periférica murina, obtenida por puncidn intracardiaca de animales sanos.
Posteriorments, se incorporaron cantidades crecientes de BZ v CMP, pars oblener

concentraciones fnokes en el intervalo de 0 a 64 ppiml.

Cabe destacar que. el intervalo de concentraciones seleccionado, fue plateado a
partir de resuliados de estudios previos realizados. Para esto, se considerd como
criterio contar con dos valores de concentracidn por encima de la minima
concentracidn de cada F solo, gue anula la parasitemia. Esto se hizo a los fines de
evitar la posibilidad de falsos positivos que pudicran dar lugar & una interpretacion
ingorrecta de los resultados, Ademds, se planied un disefio cuadrado, es decir, se
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considerd el mismo intervale de concentraciones para cada F y el mismo delta de
concentracion en cada punto.

Para la disolucion de los F se utilizé DMS0 v medio DMEM. Cabe resaltar que, la
concentracion final de DMSO no excedid el 1 %, requisito que debe ser cumplido
para que las cflulas en estudio sean viables, Este ensayvo fue realizado por triplicado y
los muliiwells fueron incubados durante 24 h a 37 "C. en una atmosfera al 5 % con
0, humidificada {Andrews & Colli, 1982).

Lucgo de 24 h de incubacion, se adiciond buffer de lisis en una relacion 1/10
respecto de la cantidad total de medio DMEMc y se realizd el recuento de los
parisitos en chmara de Neubauver, mediante observacion directa al microscopio Gptico
invertido {Zeizz Axiovert 25, D-07740 Jena). La viabilidad de los parasitos fue
cxaminada mediante la observacion de su movilidad flagefar.

En la Figura 3.2 se presenta esquematicamente ¢l procedimiento Hevado a cabo
para la realizacion del checkerboard.

10 Trypomastigotes/mL
imedio DMEMCc) 20 pL _;s:‘ sangre marinawell
F {

el +++ 4444
%“c+++++++
z ] OB
i | BB REE
S+ 4+ 44444
§.E+++++++
o| A
ﬁ—ﬂ'ﬂlﬂ:s-l‘z
Benznidazol |pg/mL| f%ﬁ*

Figura 3.2, Esquemn que reine todos los pasos necesanios, los componentes v las concentraciones
de BE v CUMP emplendas para el desarrollo del checherboard tex!,

El efecto de la combmnacion de BZ y CMP fue analizado mediante el indice de
combinacion {IC) ¢ isobolograma, de acuerdo con el método propuesio por Chou-
Taladay (Chow, 2010), revisado por Zhao ef al. (Zhao, Au, & Wientjes, 2010). Par el
cialeulo del IC se tuvo en cuenta la concentracion de cada F gue logro anular la
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parasitemnia por <i mismo ¥ la combinacitn de F en las concentraciones mas bajas que

lograron el mismo efecto. Para el chleulo del [C se utilizd la Ecuacion 3.1.

ic=tal 18] Ecuacidn 3.1
[4] [#]

Donde [4] v [#] son las concentraciones de los farmacos A (solo) v B (solo),
respectivamente. que producen un determinado efecto, en este caso, anulan la
parasitemia, es decir que presentan actividad mpanocida; [a] v [B] se refieren a Ias

concentraciones de a v b en combinacidn, que producen el mismo nivel de efecto.

5S¢ pueden calcular distimios IC, a parir de todas las combinaciones de
concentraciones posibles que resultan eficaces, pero se informa solo el 1C dptimo, es

decir, el que emplea la menor concentracion de cada uno de fos F.

La construccidon del isobolograma se hace a partir de la [A] v [8). las cuales se
grafican en el plano xv. En el eje de las abscisas se coloca la coordenada ([A]; ©), que
en este caso corresponde a la [BZ), . en ¢l ¢je de las ordenadas. la coordenada (0;
[8]). que corresponde a fa [CMP]. Los puntos generados se unen ¥ ¢ traza una linea
de puntos, que se conoce como linea de aditividad. Luego, se grafican los punios
correspondientes a todas fas combinaciones de concentraciones posibles, que
presentan un efecio del mismo nivel que el de lo F solos (actividad inpanocida). Estos
puntos s¢ unen en una linea de trawo continue v, a partir de la grifica, se interpretan

los resultados.

3.2.3. Estudios in vitro sobre amastigotes

Los  estudios /o vitre  frenle a amastigotes  s¢  realicaron  mediante
inmunofluorescencia  para evaluar el efeclo mpanccida de BE en diferenies
concentraciones; solo v en combinacidn con CMP. Para evaluar la actividad anti-
amastigote de BZ y CMP, se utilizaron macrafagos diferenciados de progenitores de
médula dsea, que fucron infectados con 7. cruzi de la cepa Tulahuen y tratados con

los F,

3.2.3.1, Obtencion de los macrofagos

Para obtener los mecrofugos diferenciados desde médula dsea, se dislocaron
aséplicamente fmur ¥ tibin intacios, de las patas traseras de rotones BALB/c. Se
extrajo la médula dsea con una aguja estéril de calibre 25 v 5 mL de solucion de
buffer fosfato (PBS). Los progenitores de médula dsea se centrifugaron durante 5 min

3. H =i -
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a 2300 rpom. Luego, las células fueron maduradas en placas de Petrd, con medio
RPMI suplementado con un 13 % de factor estimulante de colonias de macrafagos
(M-CSF), oblemido del sobrenadanie de la linea celular L929 (medio condicionado)
por 7 dias.

3.2.3.2. Actividad anti-amastigote de BZ y CMP

Para llevar a cabo el cultive celular de amastigotes, se infectaron 150,000
macrofagos derivados de médula dsea con trypomastipodes de T, cruzi de la cepa
Tulahwen, en una relacion 1:5 célula huésped-pardsito, durante 24 h. Luego, se
descartaron los sobrenadantes, se lavaron las células con medio EPMI v se
sometieron a los siguientes tratamientos: B en concentracion de 8 pg'mL (BZ 8); BZ
en concentracion de 2 pg'ml solo (BZ 2) v en combinacion con CMP en
concentracidn de 2 pp/ml (BZ 2 + CMP 2), o bien, fueron mantenidos en medio
durante 48 h. Para esto se utilizd un mulifweld] de 24 pocillos conteniendo un coverlip
cada uno. Este ensayo se realizo por cusdriplicado para cada una de las condiciones

evaluadas,

3.2.3.3. Enzavo de inmunoluorescencia

Para llevar a cabo este ensayo, las células fueron lavadas con PBS v fijadas con
formaling 4 % durante 40 min. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y
fuecron permeabilizadas con Triton X-100 1 %, durante 15 min, a temperatura
ambiente. Después de varios lavados, se bloguearon con PBS-albimina 1% los

espacios vacios en los coverlips, durante 15 min a temperatura ambiente.

Lusego, las células fueron incubadas con suere de pacientes chagisicos diluido 1:50
en PBS-albiminal%s v mantenidas por toda la noche a 4 °C. Se lavaron las células
con PBS v se reveld la reaccidn con anticuerpo anti-inmunoglobuling G hurmana
marcads con el Auorocromo Muoresceina-5-isotiocignato (FITC) (dilvido 1/200 én
PBS-albimina 1 %), Este anticuerpo secundario reconoce la fraccion Fo de los
anticuerpos anti-T. cruzi contenidos en el suero de los pacientes chagasicos. Luego de
1 h de incubacion a temperatura ambiente, los células fueron lavadas y se montaron
en glicerina-PBS, para ser observadas en el microscopio de fuorescencia (Mikon
Eclipse TE 2000 L a un aumento de 1000X).

Se calculd el nimero de amastigotes en 100 macrofagos derivados de médula Gsea
(Stempin, Giordanengo, Gea, & Cerban, 2002).
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3.3. Resultados

A fin de determinar in vifro ¢l efecto de la combinacidn de BZ y CMP en la
sobrevida de Ia forma infectiva de los parisitos, se desamrolld el checkerboord fest de
acuerdo al esquema deseripto en la Figura 3.3, La viabilidad de los pardsitos se
analizd mediante el recuento en chimara de Meubaver de los trypomastigoles viables
{con movilidad flagelar). Las minimas concentraciones de combinaciones de F que
produjeron el 100 % de mucric parasitaria; es decir, que anularon la parasitemia,

fueron graficadas en un isoblograma v se calculd el 1C.

64| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
— 320100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Z 16[ 100 100 | 100 [ 100 [ 100 [ 100 | 100 [ 100
ER 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
& 4 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
£ 2 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

[ 100 | 100 | 100 | 100

0 100 | 100 | 100 | 100

0 1 2 4 & 16 32 of
BZ |pg/mL]

Figura 3.3, Esquema del checkerboard fest empleado v los resultades obtenides expresados como
%a de maierte de kos pardsitos. Los pocilles sin colorear cormesponden a las combinaciones de B2 y
CMWP que logran reducir la parasitensia. 8 Combinaciones de comeentraciones de B2 y CMP que
reducen lo parasitemia, o Minima concentracion de cxla F que anula la parasitemia,

20

CMP [pgimi]

BE |pgiml|
Figura X4 [sobolograma obtenido para la combinacién de CMP v BE frente o trypomastigotes de

T =i En linan condinua se presentan lag eombinaciones de las concentraciones de F. que se
corTesponden con una curva concava a trgoierdn v, en la linen discontinu, se presenta ln linea de
aditividad, La gralica por debajo de la Hnea de aditividad indica cfecto sinergista de fa
combinacion entre BE y CMP,
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En la Figura 3.4 se presenta el isobolograma obtenido, en donde se evidencia gue
o curva graficada, correspondiente a la asociacidn de los F, se ubica por debajo de la
linca de aditividad (denotada con linea de puntos), El apdlisis iscbolografico v ¢l
resultado del IC con un valor de 0,373, reveld que CMP asociada a BZ produce um

efecto sinergista en la accion tripanocida de este altimo.

Por su paric, la actividad anti-amastigote se evalud en macrdfagos diferenciados
desde médula dsea de ratdn, expuestos a los tratamientos con BEZ 8, B 2 v BE 1 +
CMP 2, 0 mantenidos en medio. A partir de los resuliados obtenidos, se puede
observar que las células que no fucron tratadas, presentaron una alta carga parasitaria
¢n su interior, evidenciada por un gran nimero de amastigotes en el interior de los
macrofagos, tal como puede observarse en la Figura 3.5. En tanto que, se observd una
significativa inhibicidn del crecimiento del pardsito en el tratumiento combinado, en
-'_'nmparacin;"un_ con B 2 o = .05 ('E"igm'u 3.6) Adicionalmente, tratamiento BY 8,
también presento cficacia tripanocida. Estos resultados confirmas los obtenidos frente

i los trypomastigoles de T, cruri

Medio

BZ 21+
CMP2

Figira 3.5 Imigenes representativas de las inmanofluorecencing de los macrdfagos diferenciadog
de médula dsen & infectadns con T, oz, no iraades (media) ¥ Ireisdes con diferentes

concendracHmes de BE. solo o en combimacidn con CMP.
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Fignrn 3.6, Anilisis cunntitative de la actividad tripanocida frente a bos amastigotes no tratados
{miedic) v iratados con diferentes concentraciones de B2, solo o en combinacidn con CMP,

3.4. Discusion

El desarrollo de nuevos enfoques farmacoterapéuticos especificos para la
enfermedad de Chagas ha tenido una progresion limitada, debido a las controversias
existentes con relacién a su patogénesis. Por esta razon, en las dltimas dos décadas, se
encuentran bajo investigacidn nuevos enfoques que se centran en blancos especificos
del parisito v en diferentes estrategias farmacoterapéuticas, con ¢l objetivo de

enconirar b curi de esia enfermedad.

En particular, este trabajo de tesis se focalizd en la enzima tripanotiona reduciasa,
un enzima especifica del T cruzi, que desempedia funciones vitales en el pamsito, v
en ¢l antidepresivo triciclico CMP, gue presenta actividad inhibitoria demostrada
contra esia enzima (Gobbi, Bacz, et al., 2000).

Para abordar los estudios propucstos, se empled la técnica de checkerboard, a los
fines de evaluar el potencial efecto sinergista de la combinacion de BZ con CMP,
sobre la wiabilidad de los trypomastigotes de T. cruzi, El efecto de la accidn
combinada de BZ v CMP fuc analizado por medio de un isobolograma v mediande ¢l
andlisis del 1C (Chouw, 2010; Zhao et al., 2010).

Se ha descripto que un efecto sinergista ¢s detinido como un efecto producido por
la comhinacion de los F que es mayor que la suma de los efectos producidos por cada
F solo, representado por un 1C < 1 (Chou, 2010). La interpretacion grifica, por medio
del andlisis isobolométrico, permite evaluar la naturaleza de la  interaccion
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farmacologica entre B v CMP. En este sentido, un efecto sinergista se evidencia
cuando menores concentraciones de dos F, contenidos en una combinacidn, proveen
¢l mismo efecio, que mavores concentraciones de los F solos v, cuando los resultados
son graficados en un isobolograma, la curva resultante se localiza por debajo de la
linea de aditividad (Fhao et al.. 2000).

A partir de los resultados obtenidos, se evidencid que el isobolograma de la
combmacion BA-CMP o mostrd un efecto sinérpico anti-irypomastigole, que se
demuestra par el 1C < | (IC = 0.375) y la prafics concava a inzquierda. vbicada por
debajo de la linea de aditividad. 1.a estrategia de checkerboard ha sido empleada para
evaluar la capacidad de otros compuestos en interaccion con BZ v, de este modo,
evaluar si la combinacidn incrementa su actividad tripanocida (Pelizzaro-Rocha et al.;
Valder et al., 20102}, Sin embargo, estos inlenios previos reportados no revelaron una
actividad sinergista anti-trypomastigotes, gue son la forma clinicamente relevante e

infectiva en la infeccion por T2 eruzi.

Adicionalmente, los estudios realizados sobre los amastigotes, forma replicativa
del pardsito, confirmaron los resultados del sinergismo de la combinacion de BZ v
CMP, Esto se cvidencid por la significativa reduccion de la carga parasitaria en los
macrdfagos (p < 0,05}, en comparacidn con las células infectadas ¥y mantenidas en
medio v las tratadas con BZE 2

En este punto, cabe destacar que las concentraciones seleccionadas de BZ y CMP
para ¢l estudio sobre los amastigotes, s¢ hasaron ¢n los resultados obtenidos frente a
los trvpemastigotes. Se selecciond la concentracion de BZ de 8 pg/ml., va que ésta es
fue la minima concentracitn de este F que logrd anular la parasitemia por si mismo.
La concentracidn de 2 pg/mL. comresponde con la minima concentracion de B/ que,
pos sl mismo, no logra eficacia tripanocida, pero que al combinarle con 2 pg/ml

CMP, la combinaciin, logra anular la parasitemia y presenta cficacia anti-T. cruzi

La actividad sinergista de la combinacién entre BZ v CMP podria ser explicada al
considerar ¢l mecanismo de accion independiente de cada F. En particular, BZ
produce radicales libres o metabolitos electrofilicos e induce estrés oxidativo en el
parfsito (Maya et al., 2007). Por su parte, CMP inhibe la tripanctiona reductasa
{Benson et al; Gobbi, A, et al, 2010%, una enrima csencial en las defensas
antioxidantes del T. cruzi. En consecuencia, s plausible pensar que estos mecanismos
podrian trabajar en conjunio contra el parisilo v permitidan poner en evidencia la
sinergia de la combinacion entre BE v CMP.

FragEemm 51 — — —



Los resultados obienidos, indican que CMP puede mejorar la efectividad de BZ v,
en consecuencia, la combinacion icrapéutica de ambos F permitiria la wtilizacion de
menores dosis de BZ, con una disminuciin concomitante de los efeclos adversos

psociados o su wso,

Ademis, resulta de refevancia destacar que los estudios in vitro fueron de utilided
para reducir la cantidad de animales de experimentacion en los estudios posteriores
realizados, los cuales s¢ presentan en el capitulo 5, ya que, a partir de los resultados
ohtenidos, se pudo acotar el intervalo de dosis a evaluar in wive. ESto se encuentra en
linea con las recomendaciones de los comités de ética internacionales, los cuales
sugieren reducir ¢l maximo posible ¢l nomero de animales de experimentacion,
Ademds, ¢l esudio sistemdtico realizado, ha permitido racionalizar los protocolos de
trabajo v proponer posibles correlaciones in vitro-in vive, lo cual hace de la téenica de
checkerbourd, no s6lo una metodologia novedosa para el estudio en pardsitos, sino
también, una herramienta de gran utilidad para llevar a cabo posteriores estudios in

viver, sobre la base de un disefio de investigacion racional,

3.5. Conclusiones parciales

La actividad tripanocida sinergista de CMP combinada con BZ, demostrada a
partir de los estadios in vitro realizados, evidencia una potencial utilidad en el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, que permitiria ulilizar dosis mis hajas v
eficaces de BZ. Cabe desiacar en este sentido gue, la combinacion terapéutica de F
existentes aprovecha el mecanismo de accion indépendients de cada uno, lo cual
sinergiza lo accidn entre ambos ¥, en consecuencia, permite optimizar ¢l tratamicnio
farmacoterapéutico.
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Capitulo 4:
Sistemas portadores de BZ y CMP

El presente capitulo se encuentra estructurado en dos paries. La parte | versa sobre
el desarrollo ¥ la caracterizacion de sistemas portadores de B, basados en complejos
interpolielectrolitos, bajo la forma de multiparticulas. La estrategia de interaccion
entre dos PE fue seleccionada debido a que BZ no presenta en su estructura guimica
un grupo wonizable que pudiera interaccionar idnicamente v de manecra directa con

alguno de los PE portadores.

La parte 11 se focaliza en el desarrollo v caracterizacian de sistemas portadores de
CMP, basados en complejos idnicos PE-F, Esta estrategia se empled dado que CMP
prescnta en su cstructura quimica una amina terciaria que puede protonarse para
interaccionar electrostiticamente con un PE portador, que contenga en su estructura
grupos acidos plausibles de ser iomzados.

La introduccidn que se presenta a continuacion s comdn a ambas partes, debido a
que presenta las particularidades de la interaccion entre PE v F, como estrategia para
modular la liberacion de F de reconocida utilidad terapéutica. A su vez, se enfatiea los
antecedentes que presenta nuestro grupo de investigacion en tecnologia farmacéutica.
En este sentido, cabe destacar que se viene desarrollando una nueva estrategia de 1+D
con relacidm a los sistemas portadores de F, a partir de la cual, se ha consolidado una
plataforma tecnoldgica original sobre la base de la interaccion dcido-base entre PE v
F ionizables de carga opuesta {complejos binarios) o bien entre dos PE de carga
opuesta ¥ F jonizables (complejos temarios), sobre cuya base se disefian SLM para
dar respuesta a situaciones farmacolerapéuticas especificas.

En particular, en esta fesis doctoral, se utilizan los conocimientos generados cn
esia plataforma tecnologica de investigacion, con relacidn a los PE como portadores
de F, para disefiar v desarrollar sistemas portadores de BZ y CMP, que puedan ser de
utilidad pars proponer altemnativas farmacoterapéuticas superadoras, que permitan
aptimizar ¢l tratamiento de la enfermedad de Chagas.

4.1, Introduccion

En el drea de la tecnologia farmacéutica, algunos PE han sido ubilizados

empiricamente, sobre la base de sus propicdades generales como macromoléculas.



Sin embargo, en las dos Oltimas décadas, diversas aplicaciones han surgido en
relacion con sus propiedades especificas (Guo, Skinner, Harcum, & Barnum, 1998;
Hugerth, 2001; Thinemann, Mitller, Dautzenberg, Joanny, & Liwen, 2004), dentro
de las cuales se destacan su utilizaciin en el desarrollo de sistemas PE-F (Bonferoni
et al., 1998; Holgado et al.. 1995; Lu et al, 1991). Esto se pone de manifiesto en las
diferentes publicaciones que se han reportado en los Gitimos afios, acerca de algunas
propicdades de los PE y de los complejos PE-F (de Robertis et al, 2015; Lankalapalli
& Kolapalli, 200%; Milller, 2014).

Los sisternas portadores de F basados en la intersccion acido-base entre PE v F
ionizables de carga opuesta, se han constituido en una esirategia que permite mejorar
la eficacia, seguridad v confiabilidad de 1a accion medicamentosa, de F de reconocida
utilidad terapéutica (Jimenez-Kairuz, Allemandi, & Manzo, 2004; Jimenez-Kairuz,
Llabot, Allemandi, & Maneo, 2005; Vilches et al., 2002} En funcidn del objetive gue
se persigue, los sistemas portadores de F son disefiados para ser administrados por
diferentes vias. En algunos casos, se pretende direccionar el sistema portador
directamente &l sitio blanco  (target farmacodindmico), wva sea  mediante
administracidn sistémica (via parcnteral) o local (via topica). En ofros casos, se
requiere que ¢l sistema portador acceda v permanezca en el sitio de absorcidn duranie
un determinade periodo de tiempoe (via per-oral) (Crommelin & Florence, 2013
Hearnden et al., 2002).

El estudio de las propiedades fisicoquimicas, farmacotécnicas y biofarmacéuticas
realizade a estos complejos PE-F, tanto & nivel molecular, particulado, como a granel,
ha permitido describir su performance bajo la forma de dispersiones v en estado
silide.

En particular, las formas farmacéuticas solidas para administracion por via per-
oral son las mas prescriptas v dispensadas, tanto comao sistemas liberaciaon inmediata,
como en SLM. [dealmente, cuando =e pretende una administracién por via per-oral,
un SLM debe proteger al F de la degradacion a lo largo de TGl v debe permitir su
liberacidn en un sitio especifico del intestine, donde es mejor absorbido o donde tiene
que ejercer su actividad. En este sentido, los complejos PE-F pueden contribuir a
cumplir con los requisitos mencionsdos v, ambién, pueden favorecer la interaccidn
con las membranas del TG, promover la absorcion de los F (Andrews, Lavery, &
Jones, 2009} v proteger el intesting de la accidn no deseada que pudieran generar [os

F a nivel imtestinal
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En este contexto, las propiedades de relevancia firmacotéenica y biofarmacéutica
de los materiales solidos, producto de la interaccidn acido-base entre PE portadores

acidos o basicos con F ionizables de carga opuesia, han sido objeto de una intensa

investigacion, debido a que la caracterizacion de estos complejos en estado sdlido, asi
como la de cualguier 20lido farmacéutico, es matena ineludible para el desammollo de
formulaciones optimizadas. En términos penerales, las propredades en el estado
sdfido pueden ser definidas como aquellas caracteristicas del material asociadas al
ensamble de las moléculas individuales v, en general, para su estudio se requicren
pequefias cantidades de muestra. En efecto, ¢l estudio exhaustivo de las propicdades
de los solidos farmacéuticos involucra un enfoque interdisciplinario, que permite
obtener informacion fisica, guimica vy mecdnica, a nivel molecular, particulado y a
granel (Shete, Puri, Kumar, & Bansal, 2010).

Por su parte, los complejos binarios (PE-F) en estado solido pueden obtenerse
mediante diferentes metodologias, tales como: evaporaciin del solvente, liofiliacion,
coacervacion, secado por spray o extrusion por fusion (Bermudez, Jimenez-Kairnue,
Olivera, Allemandi, & Manzo, 2008: Jimenez-Kairuz ct al, 2005, Kindermann,
Matthée, Strohmeyer, Sievert, & Breitkreutz, 201 1; Quinteros, Manzo, & Allemandi,
200 1)

La caractenizacion de cstos complejos, principalmente mediante espectroscopia
FT-IR. andlisis térmico ¥ difraccion de rayos X de polvos, ha permitido evidenciar
que la interaccidn que tiene lugar cntre los PE v F, ¢s de tipo idnica y determinar que
éstos se obtienen como sGlidos amorfos que exhiben propiedades diferencisdas a las
de sus precursores (Bermudez et al, 2008, Gueman, Manzo, & Olivera, 2012;
Jimenez-Kairuz et al., 2005; Quinteros ot al., 2011; Ramireze-Rige, Allemand:, &
Manzo, 2006,

En la literatura cientifica se reportan una amplia variedad de complejos PE-F en
extado salido, sobre la base de PE anidnicos o catiomicos en interaceion con Fogue
poseen en su estructurs grupos bésicos o acidos, respectivamente (Bonferoni et al,
2008; limenez-Kairuz e al., 2005, Kim & Park, 2010; Kindermann et al., 2011;
Quinteros et al., 2011; Ramirez-Rigo et al., 2006).

Una caracteristica peculiar de los compicjos PE-F en estado solido, es su
comportamients frente & un medio acuoso. Por un lado, se ha descripto que Jos
sistemas obtenidos con carbomer o deido alginico come PE portadores de F. en
contacto con un medio acuoso, s¢ mojan con facilidad, presentan una imporiante

capacidad de captacidén de agua, aumentan su volumen y se redispersan bajo la forma
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de hidrogeles (Jimenez-Kaine, Allemandi, & Manzo, 2002; Ramirez-Rigo et al..
2006). Por otra paric, los sistemas oblenidos con carboximetileelulosa v
Fudragit®E 100 como portadores de F, en contacto con medio acuoso, captan una
proporcion limitada de agua y manticnen su morfologia (Quinteros, Allemandi, &
Manzo, 2012; Ramirez Rigo, Allemandi, & Manzo, 2009).

Por su parie, los complejos interpolielectrolitos (CIPE) refieren o estructuras
macromoleculares, formadas por la asociackin no covalente de polimeros que
presentan afinidad entre si. Se forman por la interaccion entre PE anidnicos ¥y PE
cationicos. En los alimos afios. han aumentado los reportes en la literatura en
relacion con estos complejes, lo que refleja el inferds acerca de éstos, no silo en el
ambito cientifico, sino también, en el dmbito industrial (R. Moustafine & Bobyleva,
2008; K. Moustafine, Kebanova, Kemenowva, & WVan den Mooter, 2005, H,
Moustafine, Kemenova, & Van den Mooter, 2005; R. [. Moustafine et al., 2001; R. L.
Moustafine, Margulis, Sibgatullina, Kemenova, & Van den Mooter, 2008; Mustafin,
200 1; Palena, Garcia, Manzo, & Jimenez-Kainez, 200 5b; Palena, Manceo, & Jimencz-
Kairue, 2012),

En estado s0lide, los CIPE 3¢ caracterizan por  prescptar  csfructuras
supramoleculares de “tipo escalera™ o “huevos revueltos™, que se presentan de manera
no pericdica (Antonietl, Conred, & Thuenemann, 1994), En la primera estruciura, la
formacion del complejo tiene lugar a nivel molecular, mediante un mecanismo de tipo
cremallera, En la segunda estructura, un gran nimero de cadenas de los PE se
encuentran incorporadas a la particula. Fstos modelos han sido ampliamente
discutidos; sin embargo, la mavoria de las estructuras experimentales se encuentran
en relacidn con estios dos modelos v, en general, con mas cercania a la estruciura de
“huevos revueltos™ (Philipp, Dautzenberg, Linow, Kitz, & DawyvdolT, 1989).

En lo gque refiere al modo de obtencidn de los CIPE, se ha descripto que la mezcla
de dispersiones de polianiones o policationes conduce 3 Ix formacidn esponidnes de
estos complejos, con lo consecuente liberacidn de los contraiones [Burkhardi et al.,
2008). Esta asociacion se debe a las fuertes interacciones electrostaticas gque oourren
entre kas macromoléculas que se encuentran en dispersidon (Palena, Garcia, Manezo, &
Jimenez-Kaing, 200 5a; Van der Gucht, Spruijt, Lemmers, & Stuart, 2011). La fuerza
impulsorn de la formacidn del compleje es principalmente la ganancia de entropia
debido a la liberacion de los contraiones de bajo peso molecular, Mo obstante, ofro
Lipo de interacciones, Lales como, puenie hidrdgeno ¢ hidrofdbicas, también pueden
contribuir a la formacion de los CIPE (Thiinemann et al.. 2004). La caracteristica de
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espontaneidad s una condicion muy ventajosa para obiener los CIPE. va que, de esta

maner, se evita el uso de agentes de entrecncramiento gue pudieran causar toxicidad
o efectos adversos en el organismo (Kaur, Harikumar, & Kaur, 2012).

La formacion de las distintas estructuras de los complejos s¢ encuentra
determinada por la ripida cinética del proceso de formacion, seguido de la
redistribucion de las cademas de FE hasta alcanzar una conformacion cercana al
equilibrio (Thilnemann et al., 2004). Otros factores influyentes en la formacion y la
estabilidad de los CIPE son el proceso de mezclado (Dragan & Schwarz, 2004), las
condiciones del medio, tales como la concentracion de sales v de PE, y las
caracteristicas intrinsecas de los PE, como el peso molecular, la flexibilidad de las
cadenas v la densidad de carga { Thiimemann et al,, 2004).

En términos pencrales, el proceso de formacion de los CIPE involucra dos pasos
conseculivos. La formacion de las particulas primarias de CIPE por la mezcla de las
dispersiones de los PE, seguida por la formacidn de las particulas secundarias, como
resultado de la agregacion de las pnmeras (Milller, Kebler, Frohlich, Poeschla, &
Torger, 200 1).

Como se menciond en pirrafos precedentes, se encuentran disponibles numerosas
publicaciones acerca de complejos binarios PE-F, donde un F cargado se encuentra
interaccionando con un PE de carga opuesia. Sin embargo, la informacién acerca de
sistemas ternarios (CIPE) cargados con F, es mas limitada.

En la literatura cientifica, se encuentra disponible un articulo de revision, acerca
del uso de Fudragit® para la obtencion de CIPE (Mustafin, 2011). Uno de los
primeros sisternas obtenidos fue el complejo formado entre Eudragit™® E100 v
E|..|:;lr;agitlt L1, ¢l cual fuc caracterizado y se evalud su potencial uso como sistema
de liberacién bajo la forma de comprimidos (R. Moustafine, Kabanova, et al., 2005}
(Mustafine, 2005). Posteriormente, varios complejos, que contenfan distintos tipos de
Eudragit® (L100-35, 1,100, EPO) fucron preparados v estudiados, para ser utilizados
en el disefic de matrices para liberacion controlada de F (K. Moustafine & Bobyleva,
2006; R. Moustafine, Kabanova, et al., 2005; R. 1. Moustafine et al, 2011; R, 1.
Moustafine et al., 2008). Ademds, sc han descrite sistemas en donde interacciona un
FEudragit™ con otros PE, para el disefio de sistemas portadores, principalmente para ser
administrados por via oral. Dentro de estas investigaciones se destacan los CIPE en
sistemas matriciales monoliticos para liberacion controlada de F, en donde un
Eudragit® interacciona con alginato de sodio (R. Moustafine, Kemenova, et al.,
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2005y, eon chitosan (R, |, Mowstafine et al, 2008 o con k-carragenina (Prado,
Matulowicy, Bonelli, & Cukicrman, 2008).

En nuesiro grupo de investigacion exislen algunos antecedentes sobre los
complejos termarios. Se han desarrollado v evaluado sistemas dispersos constituidos
por Eudragit® L100 y Eudragit® EPO, portadores de F acidos y basicos. Estos
sistemas se carscterizan por oblenerse mediante una metodologia simple v libre de
solventes organicos. Ademds, leego de ser liofilizados se redispersan ficilmente, la
dispersiones son fisicamente estables v presentan una alta proporcion de F cargado, lo
que permite qué actiben como un reservorio que libera lentamente el F en medio
acuoso, Adicionalmente, la liberacion de F desde los CIPE muestra una notable
robustez frente a los cambios de pH del medio de liberacidn, lo que se constituye en
una fortaleza, frente a los complejos binarios homdlogos, para el disefio de SLM para
ser administrados por via per-oral (Palena et al., 200 5a; Palena et al., 2002}

Ademdas, se han evaluado sistemas matriciales (monoliticos compactos) con
utilidad para liberacion colénica de mesalazing, constituidos por complejos binarios
Eudragit™E-F en estado solido, con el agregado de pequedas cantidades de carbomer,
En este caso, los sistemas formarian un complejo ternario en el TGl luepo de so
administracidn. De esta manera, se ha demostrado que la liberacion de los F, puede
ser controlada v dirigida hacia las porciones distales del intesting ¥ que ¢l agregado
de un sepundo PE, de carga opuesta al primero, fue efectivo para lograr una
liberacién modulada del F {Quinteros, Manzo, & Allemandi, 2010).

Por otra parie. los SLM  multiparticulados son  principalmente  formas
farmecéuiicas para  administracion  por via per=oral, qQue consisten ©noouna
multiplicidad de pequefias unidades discretas, cada una de las cuales exhibe
caracteristicas propias (Dey, Majumdar, & Rao, 2008). En estos  sistemas
multiparticulados, la dosis e F liberado corresponde a una multiplicidad de eventos
debido a las subunidades que las componen (propiedades que exhibe cada particuls),
las cuales tipicamente se presentan como particulas esféricas con  didmetros
comprendidos entre los 50 pm y 2 mm (Shaji, Chadawar, & Talwalkar, 2007).

[M esta manera, bas mulliparticulas son formas farmacéuticas en donde ol F csid
presente €0 mimertsas subunidades independientes pequeiias {Dey et al, 2008 v para
administrar las dosis de F recomendadas, cstas multiparticulas suclen ser
encapsuladas o comprimidas, para facilitar su posterior administracion (Bodmeier,
1997, Pharma-Polymers, 2002},
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Al ser un sistema maltiple-unitario, presenta ventsjas  biofarmacéuticas en

comparacion con las unidades simples o sistemas monoliticos, en términos de una
distribucidn y trasporte més uniforme v predecible a través del TGI, el cual es mis
independiente del estado nutricional, en comparacién con las formas monaoliticas
convencionabes; es decir, suelen ser menos dependientes del vaciado gistrico (Krimer
& Blume, 1994; Tang, Chan, & Heng, 2005). En conjunto, estas propiedades resultan
en una menor variabilidad inter e intra-individuo v se reflejan en una mayor robustez
v versatilided de estos sistemas, en comparacién con los monolitios (Dey et al,,
208 ).

Los sistemas multiparticulados han sido estudiade con mucho énfasis, debido a
gque estas formas farmacéuticas presentan mayor biodisponibilidad del F en
comparacion con las unidades simples, menor riesgo de toxicidad sistémica y se
puede predecir su comportamicnto (Asghar & Chandran, 2006). Son diversas las
razones que justifican la formulacion de multiparticulas: facilitar la desintegracitn en
¢l estdmapo, proporcionar una ripida desintegracion si se encuentran compactadas en
un sistema matricial o la posibilidad de disolverse o dispersarse en agua, lo cual es de
utilidad en los pacienies que presentan problemas de deglucidm, tales como los nifios
o ancianos. Ademds, estos sistemas presenlan un comportamientio farmacocinético
mis reproducible que los sistemas monoliticos convencionales (Dey et al., 2008),

Una ventaja adicional de estos sistemas midltiples, es que se puede combinar en
una misma unidad de dosificacion, como por gjemplo en un cépsula, mas de un tipo
de sistema multiparticulado con patrones de liberacidn del F diferenciados, lo que
resulta en un comportamiento multicinético en términos de velocidad ¥ mecanismo de
liberacion del F (Ghebre-Sellassie, 1989).

Sobre la base de lo expuesto, en este trabajo de tesis se estudian diferentes PE
como portadores de B v CMP, para ser utilizados en el disefio de formas
farmacéuticas s6lidas de liberacion modificada, para la via per-oral, en donde se hace
uso del conocimiento generado en relacidn con los sistemas binarios (PE-F) y
termarins (CIPE), asi come de las ventajas de los sistemas multiparisculados, con el
fin de direccionar las potencialidades de estos sistemas para la optimizacion de la
farmacoterapia de la enfermedad de Chagas.
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PARTE I: SISTEMAS PORTADORES DE BZ BASADOS EN CIPE

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Materiales
4.2.1.1. Farmaco

Como fue descripto en ¢l capitulo 2 Principios activas y excipiemies seleccionados,
el BY fue extraido y purificado desde los comprimidos comerciales disponibles
{Radanil®, Roche, Argentina).

#.2.1.2. Polielectrolitos

S¢ utilizaron cineo polimetacrilatos donados por Etilfarma Argenting (Evonik
Rihm GmbH, Alemania); Fudragit EPO™ (EuE). Budragit L100® (Eul), Eudragit
L10055% (EulD), Eudragit S100% (EuS) v Eudragit FS 30 D* (EuFS). Ademis, se
utilizaron dos polisacaridos: dcido alginico (AA) de algas marmones Macrocysiis
perifera (grado farmacutico, Lote SLB C 9738V Sigma Aldrich”™, S1. Louis, USA) y
chitosan (Chi) (grado farmacéutico, (Lote (M924RH EC 222-311-2, Sigma Aldrich®,
St. Louis, LISA),

4.2.2. Metodologia de obtencion de los CIPE cargados con BZ

Se¢ prepararon dos tipos de sistemas: compuestos por polimetacrilatos (polimeros
sintélicos) v compuestos por polisscaridos {(polimeros naturales). En los primeros, sc
hizo interaccionar Eul: con cada uno de los polimetacrilatos dcidos (Eul., EulD, EuS,
EuF%). En los segundos, se hizo interaccionar Chi con AA. El agregado del segundao
PE se hizo en proporciones estequiométricas para neutralizar la totalidad de los
grupos ionizables del PE catidmico (los grupos ionizables fueron determinados de
acuerdo a la metodologia descripta en ¢l aparado 2.3.2 del capitulo 2). El B se
incorpord en relacion 121, respecto de la masa total de CIPE.

Para la oblencidn de los sistemas en estado sdlido se wiilizd el método de
eviaporacion de solvente. Para lo cual, los sdlidos de los dos PE v el BZ fueron
pucstos en contacto en un mortero vy se adiciond poco 8 poco ¢l medio de interaccion.
Los medios empleados fueron: agua v uno mescla hidroaleohdbica (HxO:Etanol 11
La adicidn del medio de inferaccidn permitit formar una mezcla semisilide, lo cual
fue amasada v se depd ineraccionar durante 24 h. El volumen de agua ulilizada como
medio de interaccidn para la obiencidn de los sistemas fue (2,0 £ 0,4) mLfg sdlido, en
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anto que en el caso de la merela hidroaleohdlica el volumen fue (1,7 = 0,5 mL/g
solido. Luepo de transcurmidas las 24 h, el material se dejé reposar vy se sech a
temperatura ambiente y hasta peso constante, monitoreado mediante determinaciin de

la masa en una balanza analitica. Se considerd constante cuando 3 determinaciones
suCesivas preseniaron una variacion en la masa inferior al 5 %. Una vez seco, cl
material fue molido con un pilon en el mortero y se tamizxd a través de mallas de
acerto inoxidable para obtener particulas de tamafio uniforme en el rango de los 210-
400 pm.

D¢ esta manera se obtuvieron (odas las series de sistemas basados en los CIFE
cargados con B, tanto en agua (supraindice “a”"), como en mezcla hidroalcoholica
{supraindice “ha™), a saber: EuE-Ful-B7°, FuE-Ful-BZ"™, EuE-Eul.D-B7, EukE-
Ful D-BZ™ EuE-EuS-B7®, EuE-EuS-BZ™ EuE-EuFS-BZ*, EuE-EuFS-BZ™ | Chi-
AA-BZ' y Chi-AA-BZ™,

#.2.3. Metodologia de obtencion las multiparticulas

Luego de tamizar los sélidos obtenidos de los CIPE, éstos se sometieron a un
proceso de granulacién hiimeda, con el fin de obtener las multiparticulas. Cada uno
de los CIPE obtenidos foe granulado. Pam esto, ¢l solide colocado en el mortero fue
humedecido con un (42 £ 3) % de agua, respecto de la masa total de solido v,
posteriormente, se granuli a través de diferentes mallas o Mesh. La masa de solido
himeda se hizo pasar forzadamente a través de tamices o mallas de acero inoxidable
de diferentes tamafos de poro, los cuales en orden decreciente fueron: 16
(equivalente a ~1000 pm), 20 (equivalente a ~850 pm) v 30 {(equivalente a 600 pm),
y, fimalmenie, se colocd ¢l recipiente colector, Las particulas obienidas se dejaron
secar a lemperatura ambiente v hasta peso constanie.

En la Figura 4.1 se presenta esquematicamente ¢l modo de obtenciton de los CIPE
multiparticulados, En este esquema se incluye la metodologia de obtencion de los
CIPE cargados con BZ y la posterior granulacién himeda para obtener las

multiparticulas.
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Figura 4.1, Esquema de la metodologin de obtencion de los CIPE multiparticulados

4.2.4. Caracterizacion farmacotécnica v biofarmacéutica de las
multiparticulas

4.2.4. 1. Granulometria, distribucion de tamabo ¥ rendimiento de obtencidn

Los sistemas portadores multiparticulados fueron clasificados, segin su tamafio de
particula, en funcidn de los tamices empleados (16-20; 20-30 v 30-colector).
Asimismo, fue analizado el porcentaje de rendimiento de cada fraccion recolectada.
Para ello, se determing la masa de particulas recolectadas en cada fraccion y se
compard ¢n forma relativa a la masa total obtenida. Ademas, la masa total de
particulas, es decir, la sumatoria de la masa de todas las fracciones, fue comparada
con la masa total inicial que se habia colocado para la obtencion de los CIPE. De esta
manerd, ¢ determind el rendimienio de oblencidn de las multiparticulas de CIPE
conteniendo BZ. A partir de estos resultados obtenidos, se selecciond la fraccion 16-

20 para continuar con los olros ensayos.

4.2.4.2. Reologia de sdlidos v propiedades de Mujo
4.2.4.2.0. Medivion de o densidod de sdlfdos

S¢ midio la densidad o granel o bulk (Syes) que hace referencia a la densidad de un
sitlido que no ha sido sometido a fuerea alguna v la densidad empaguetada o foap (5.0
gue hace referencia a o densidad del polve despuds de someterlo a impacios,

Para la determinacidn de la fu 5e colocd suavemente ¢l silido a evaluar en ¢l
interior de un recipicnte calibrado (probeta), previamente tarado, y se¢ determing la
masa del solido. La densidad fue calculada como la relacion entre la masa del solido v

el volumen ocupada.
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Para la determinacion de la 5., el recipiente calibrado que contiene ¢l salido en su

interior, fue sometido a una serie de suaves impactos manuales verticales, hasta que el
volumen final ccupado no presentd variaciones. La densidad se caleuld como la

relacion entre la masa del sdlido y of volumen ocupado luego de los impactos.

Las determinaciones se realizaron por sextuplicado v los resultados se informan

como el promedio v [a desviacion estindar de las seis mediciones,

A modo esquematico, se presenta en la Figura 4.2 la metodologia para determinar
las Suun ¥ Bup

impacto
.—-ﬂ\
ﬁ'!:-Ilh. ﬁu'
m m
— o e E. PR

Figura 4.2, Determinacion de as f ¥ Gag,

A partir de los valores obtenidos de Sy ¥ Oy 5¢ calculd el indice de Carr (1C %) ¥
el cociente de Hausner (CH). los cuales son indicativos de las propiedades de flujo de
los solidos (Vila Jato, 1997 Los caleulos de 1C %% v CH se realizaron mediante las

Ecuaciones 4.1 v 4.2, respoctivamente.

& -
[Cop= 2. < 100 Ecuacion 4.1
g
b} 0
CH= — Ecuacidn 4.2
JH\

4.2.4.2.b. Medicion del angulo de reposo dingmico

Para la determinacion del angulo de reposo dinamico se dejd caer el solido sobre
una base de didmetro conocido (2R}, a través del orificio de un embudo de 0.7 em de
didgmetre. ubicado a 5 cm de alium. El dngulo de reposo se calculd como © = arctan
hir (Figura 4.3) v ¢l resultado se informa como el promedio de doce mediciones.
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Figura 4.3, Angule de reposo dindmico
4.2.4.3. Medicion de la sorcion de agua v soeluciones

Se utilizd un dispositivo descrito por Nogami ef al, (19649) pama coantificar la
sorcion de fluidos {agua v solucitn gastrica simulada sin enzimas de pH 1.2) desde
las multiparticulas. En la Figura 4.4 se ohserva el esquema de este equipoe en forma de
U {(Nogami, Nagai, Fukuoka, & Sonobe, 1969).

En uno de los extremos se ubica el soporte porta muoestra y en ¢l ofro una pipeta
graduada al mismo nivel. Para llevar a cabo la medicion de la sorcidn, en primer
lugar, el sistema se llend con agua o la solocion de interés v se enrasd en (0 mlL
(posicion inicial). Loego, se colocaron las mulliparticulas, contenidas dentro de un
cilindro hueco de | em de didmetro, en el soporte del equipo (fiempo cero), La masa
de particolas analizada fue 50 mg. A partir de ese momento, el sélido comenzd a
capturar liquido por capilandad v se midio el volumen tomado a intervalos de tiempo
preestablecidos.

"\ Fipeta g!‘ad“dl
Sopmric que contiene el
Muidle

Figura 4.4. Esquema representativo ded equipe utilizade para ln medicstn de sorcidn de agua o

soluciomes,

En este ensayvo se analizaron las multiparticulas de los CIPE obienidas en medio

HCLUDE0,
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Todos los ensayos se realizaron por triplicado a una temperatura ambiente Optima,
establecida entre 20-25 °C.

4.Z.4.4. Estudios de liberacion de BT desde las multiparticulas de CIPE

Se determind la liberacién del BZ desde capsulas 07 de gelatina dura, cargadas
con una masa de multiparticulas que contenian el equivalente a 100 mg de BZ. Se
utilizd un equipo de disolucidn-USP (Disolutor SOTAX*AT 7 Smart. Suiza), aparato
I o método de canastillo a 100 rpm ¥ (37, 0 £ 0.5) °C (USP33-NF28, 2010). EI
método de canastillo fue seleccionado debido a gue las capsulas flotan, De este modo,
el canastillo deja de forma permanente la cdpsula en contacto intimo con el medio de
liberacion. Los canastillos wtilizados fueron estindar, de malla 40.

El volumen de medio fue 900 mlL. cuando los medios ensayados fucron agua y
MWaCl 0.9%. Ademas, se evalud la liberacion mediante el empleo del Méodo A
eodificado en la Farmacopea de Estados Unidos para evaluar formas farmacéuticas de
liberacion modificada, que implica la evaluacién de la liberacion del BZ en medio
#cido durante 2 h, seguido de un medio intestinal simulado sin enzimas durante 4 b,
lo cual asemeja el pasaje del sistema por el TGl Especificamente, se trata de un
ensayo que evalia la liberacidn de BS durante 2 hen 750 ml de solucidn de HCI 0,1
M seguido de 4 h en 1000 mL de soluciin tampin de pH 6,8, obtenida por el
agrepado de 250 ml. de Na;PO; 0.2 M vy, si es necesario, el ajuste de pH con HCl o
MalH 2 M (USP33-MF28, 2000}, En este dliimo caso el volumen de medio final fue
1004 ml.. Previo al inicio del ensayo los medios fueron desgasificados.

Durante el ensayo se omaron muestras prefiltradas de 4 mL a intervalos de tiempo
predeterminados y se realizd la reposicion con cantidades equivalentes de medio
fresco termostatizado (medio sin BE),

La concentracion de BZ liberado se determind por espectrofotometria UV -visible a
35 = 324 nm, que corresponde a la longitud de onda de mixima absorcidn.

Las multiparticulas evaluadas fueron principalmente las correspondientes a la
fracciin 16-20. Sin embargo, para evaluar la influencia del tamafio de particula en las
propiedades de liberacidon del BZ, se analizaron comparativamente los tres tamafos
de particulas obtenidos (fraccion 16-20, 20-30 v 30-colector) de dos de los sistemas
ohtenidos en medio hidroalcohdlico: EuE-Eul-BZ™ v Chi-AA-BZ™, Estos ensayos se
realizaron wilizando el medio correspondiente al Método A, codificado en la
Farmacopea de Estados Unidos, tal como se describio en el parmafo precedente.
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Ademds, s¢ evaluaron las liberaciones de sistemas multiparticulados compuestos
por dos CIPE. En todos los casos sc utilond el sislema EuE-Eul-BZ°, debido a sus
propiedades de liberaciin de BZ, combinado con otro sistema en donde la liberscion
de BZ fuera modulada. Fste sistema se incorpord en una proporcion equivalente a 25
mg de BL En las combinaciones se wiilizaron los sistemas EuE-Eul-BZ™, Euk-
EulD-B2™, EuB-EulD-BZ* v EuE-EuS-BZ™, que fueron incorporados en una
proporcion equivalente a 75 mg de BZ.

Los experimentos se realizaron por triplicado v se graficaron los perfiles de
liberacion como % de BZ liberado en funcion del tiempo.

4.2.4.5. Amalizis matematico de los perflles de liberacion de BE desde Jas
multiparticulas de CIPE

Para el andlisis matematico de los perfiles de liheracitn se consideraron solamente
las liberaciones en agua ¥ en NaCl. Las liberaciones Método A-USF no se analizaron
matematicamente, debido a que los modelos elegidos para ¢l andlisis no han sido
desarmollados o validados para el estudio de perfiles de liberaciin obtenidos con
cambio de medio, durante ¢l ensayo. Ademds, las aproximaciones o consideracioney
gque se realizan para poder aplicar las Fcuaciones 4.3-5, que se presenian a
continuacidn, no serfan vilidas para este tipo de experimentos, fundamentalmenle
cuando se realiza ¢l andlisis cinético (Costa & Lobo, 2001).

4.2.4.5.0. Comparacion de fos perfiles de liberacion mediante el andlisis del
facior de sirmilitud

Los perfiles de liberacion de BZ desde los CIPE fueron comparados, mediante el
analisis del factor de similitud (fz) (Food and Drug Administration, 201 1), de acuerdo
con la Ecuacion 4.3. El /7 es una transformacion de mir coadrada reciproca
logaritmica de la suma del error cuadrade v es una medicion de 1o similitud en la

disolucion porcential entre las dos curvas.

L= El.}-lug{[l *[,‘I,]E:.. (R —f;}l]ﬁl5 -I[HEI} Ecuacidn 4.3.

Donde n es el nimero de tiempos de muestren, K, 25 el porcentaje de Tarmaco
disuchto promedio en of tiempo ¢ del medicamenio de referencia v P, e3 el porcentaje
de farmaco disuelio promedio en ¢ tempo ¢ del medicamento de prueha. En este
caso, serfi considerado R para un determinado sistema v P, para otro de los sistemas,




LRy +
St paaoiiees o B2 O @

For lo general valores de = mayores de 50 (50-100) aseguran la igualdad o
equivalencia de las dos curvas de liberacidn o disolucion (Cook, de Anda Jduregui,
Carmasco, & Cruz, 2012; Food and Drug Administration, 201 1),

4.2.4.5.b. Andlisis cinético de los perfiles de liberacidn

Los perfiles de liberacion de BZ fucron analizados mediante la utilizacion de los
modelos cindlicos descriptos por Higuchi (Higuchi, 1963) expresado en la Ecuacidn
4.4 y Peppas (Peppas, 1985) expresado en la Ecuacidn 4.5, Para los andlisis cinéticos
e consideraron los datos experimentales correspondientes al intervalo de 5 — 600 %
de BZ liberado.

M

_ﬂf‘- = ‘i"E Ecuacidn 4.4,
M, 3

e ki Ecascidn 4.5.

Donde MM es la fraccion de B liberado a tiempo ¢ & lo constante de liberacidn
y 1 es el exponente de difusidn,

5S¢ establecid comao eriterio no considerar los ajustes por regresion lincal en donde
el valor del coeficiente de correlacitn () fuera inferior a 0,8,

4.2.5. Caracterizacion fisicogquimica de las multiparticulas

4.2.5.1. Bifraccion de Rx de polvos

Los patrones de difraccion fueron tomados a temperatura ambiente utilizands un
difractémetro de Rx (PANalytical® X'Pent Pro, Paises Bajos), con radiacion Cu Ka
(3=1.5418 A), wbo de voliaje de 40 KV ¥ who con corriente de 40 mA. Las muesiras
fiserom colocadas en porta muestras de aluminio v los datos colectados en un intervalo
angular de 3% a 907 26898, con un paso de 0,027 v una velockdad de barrido de 1%/min.

4.2.5.2. Microscopia confocal

Las particulas de los CIPE se analizaron utilizando un microscopio confocal de
reflexion (LEXT OLS4000 3D Confocal Laser Microscope, Olympus®, América
Latina). Para la toma de las imdgenes v el procesamiento se wtilizd un soflware
especifico (Lext OLS 4000 version 3.1.1v, Obmpus Corp). Las mucsiras se
prepararon colocando coidadosamente el material solido sobre un portaobjetos. Las

imgenes se obtuvieron con un aumento de 408X,

Pagigia T



4,2.5.3. Espectroscopia FT-1R

Los espectros FT-IR se tomaren en un microscopio infrarrojo (Nicolet IN10,
Thermo Scientific”, Fspafa). las muestras se secaron en condiciones de vacio
durante 2 h, antes de la toma del espectro. S¢ conservaron en envases de cierne
perfecto conteniendo silica gel, para evitar que las muestras se humedecieran. Los
espectros fuecron obienidos ¥ processdos con ¢l programa EZ OMNIC ESP 3.1,

4.3. Resultados

4.3.1. Propiedades farmacotécnicas y biofarmacéuticas de las
multiparticulas

Las multiparticulas de los CIPE cargados con BZ se desarrollaron mediante [n
metodologia de evaporacion de solvente, en dos medios de interaccion diferentes,
seguida de la granulacidn hdmeda con agua como agente de humectacion. 5S¢
obiuvieron con rendimientos de (83 £ 8) % nespecto de la sumatona de la masa
inicial de cada uno de los sdlidos. El amafio de particula estuvo comprendido entre
los 600 v 850 pm.

En lo que respecta al método de obtencion, la granulacion himeda dio lugar a la
obtencidn de diferentes tamafios de particulas, en concordancia con la metodologia
utilizada para ¢l proceso, lo cual permitic obtener diferentes fracciones v porcentajes
recuperados de cada uma de éstas, tal como =2 presenia ¢n la Tabla 4.1, Comop se
puede abservar, el mayor porcentaje recuperado de las particulas se encontrd entre las
frucciones 16-20 v 20-30. Ademas, pudo observarse que el medio de interaccion
nfluye marcadamente en ¢l porcentaje recuperado en cada une de las fracciones, pero
no s¢ obscrva un patron repetitivo que permita establecer que en un determinado

medio se recupera mas de una determinada fraccion,

En la Figura 4.5 se observan las fotografias de las particulas obtenidas, En éstas se
puede observar macroscopicamente la granulometria v el aspecto visual presentado.
Como se evidencia, los sistemas compuesios por los polimetacrilaios son particulas
de color blanco, en ante que los obtenidos con los polisscirdos presentan una
colocacion amarillo palido. En su aspecto macroscopico, estas pariculas se presentan

con urd superficie de aspecto [0 ¥ poco poroso,
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Tabla 4.1, Tipiicacion del omafio de particala vy porceniaje recolectada en cada

Sraccidn,

Fraccion 16-200 Fraccion 20-30 Fraccion 30-colector |

Chi-AA-BZ* 33,82 37.12 29,06
Chi-AA-BZ™ 67.87 23 AW
EuF-EuL-BZ* 45.01 38,82 16,14
EuE-EuL-BZ™ 25938 8424 29,82 |
EuE-EuS-BZ' 4548 4534 9,183 |
| EuE-EuS-BZ™ 32,72 472 20,08
EuE-EuLD-BZ'  8#4.04 wws 0 52 |
EuE-EuLD-BZ™ 64,56 30,45 T T
" EuF-EuFS-BZ" 40,70 42,42 16,88
EuE-EwFS-BZ™ 4765 47,88 asr

] re
L =
| ]

FuE-Eu5BF* Eub-Eul-BF* EsE-Eul.l-Bf* EwE-EuFS5-BE* Chi-AA-BE

Figura 4.5, Folograflas de las moltiparticulas obtenidas.

Las propiedades de flujp de las particulas fueron analizadas mediante las
determinaciones de las S v By com gl consecuente caleulo de los 1O % v CH,
Ademas, se determind el angulo dé reposo dindmico (0). Los resultados obtenidos se

informan en la Tabla 4.2

Como puede observar, fa 8, es igual o levemente mayor a la Sy, lo que da
indicio de gue las particulas no se compactan marcadamente al recibir los impactos.
En adicidn, cuando s¢ compard la influencia del medio de interacciom, se pudo

observar, en todos los sistemas desarrollados que las Swn v 8y, son levemente
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mayores en bos CIPE obtemidos en medio hidroalcobdlico en comparacidn con fos
obtenidos sélo en agua. Un comportamiento similar se observd con el dngulo de
reposo, on donde los sistemas obtenidos con la mercla de solvenles presentan valores
de © iguales o levemente mayores a los obtenidos con agua, con excepeion del
sistema EuB-Eul.D:-BZ™ que presentd un dngulo inferior en 1° respecio de su

eguivalente obtenido en medio acwosao.

Tabla 4.2, Propiedades de Tujo de las pariicelay com medida de sicomportamicnic
realagico. Pardmetros evaluados on la fraceion 16-20,

box(@ML)  Bo(@mL) IC%  CH
Chi-AA-BZ* 0334001 0334003 441 1044001 36+
Chi-AA-BZ™  035+002 0344003 341 1032001 372
EuF-Eul-BZ" ._ﬂ_3.|_1!::1-l]ﬂ'['l-¢ 033940002 542 1054002 3442
| EuE-EuL-BZ™  041+0,02 0419:0009 222 1022002 34:2
EuE-EuS-BZ' 034001 0414001 242 1022002 28+2
EuE-EuS-BZ™  034+001 0432001 33 1,03:003 301
| EuB-EuLD-BZ' 037+003 034£002 7£1 107£001 311
 EuE-EuLD-BZ™ 040+003 0372002 6+2 106+002 301
| EuE-EwFS-BZ" 0345003 036%003 6+1 106001 32=1
:EE-E_IFS-BZ."' ﬂjﬂiﬂm 040003 S+1 1052001 352

Como puede observar, ln dgp o5 igual o levemente mayor a la Sy [0 que da
indicio de que las particulas no se compactan marcadamente al recibir los impactos.
En adicion, coando se compard la influencia del medio de interaccion, se pudo
observar, en indos los sisiemas desarrollados que las Bnae ¥ Bup son levemenie
mayores en los CIPE obtenidos en medio hidroalcohdlico en comparacidn con los
abtenidos s0lo en agua, Un compordamiento similar se observd con el dngulo de
repose, en donde los sistemas obtenidos con la mescla de solventes presentan valones
de © puales o levemente mayores & los obtenidos con agwa, con excepcion del
sisterna  EuE-EulD-BZ™ que presentd un angulo inferior en 1¥ respecto de s
equivalente obtenido en medio acuoso.

La sorcion de Muidos por parte de las particolas Tue evaluada frente a los medios:
apgua v solucion gastrica simulada sin enzimas, de pH 1.2, En la Figura 4.6 a) v b) se

pueden observar los perfiles generados por la caplura o sorcidn de fluidos en funcidn
del iempo, parn los medios agua v soluecion de pil 1.2, respectivamente,
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Como puede observarse, en ambos medios, el sistema FuE-Eul.-BZ® presentd una

mayur velocidad en la captura de fluidos, alcanzando aproximadamente un volumen

de 1 ml de fluido a los 30 min del ensavo,

Los sistemas compuestos por los otros polimetacrilatos (EuBE-EulD-BZ®, EuE-
EuS-BZ'y EuE-EuFS-BZ") no presentaron diferencias entre sus perfiles v, tal como
puede observarse, se muestran practicamente superpuestos, incluso el volumen final
de Muido capturado es aproximadamente igual en los dos medios evaluados (-~ 0.7
mL.}.

Por su pare, los perfiles de sorciin correspondientes al sistema Chi-AA-BZ®
presentan, en los primeros tempos, una rapida captura de fluido cuando el medio es
solucion mistrica simulada sin enzimas de pH 1,2; en comparacion a cuando el medio
de sorcion es agua. El volumen final sorbido por este sistema es mayor en la solucion

gastrica (~1,2 mL) que en agua (- 0,85 mL). en los tiempos ensavados.

Ademds, si s¢ considera la porcidn lineal de la grifica, se obticne por
extrapolacion una mavor ordenada al omigen (~ 0,55 mL) en el medio dcido en
comparackon con agua como medio de sorcion (~ 0,2 mL)y, En la Tabla 4.3 se
presentan las velocidades de captura, determinada a partir de la regresion lineal del
perfil de sorcion. Se puede observar que, los perfiles de sorcidn ajustaron
adecuadamentie a la regresidn linea aplicada, evidenciado por los @ = 0,97 en todos
los casos. A partir de estos resultados, se confirma la mayor velocidad de captura de
fuidos por parte del sistema EuB-Eul -B#° que es aproximadamente 10 veces mayor,
en comparaciin con kos otros CIPE.

Tabla 4.3. Velocidad de sorcidn de los CIPE, determinada por regresidn lneal de los

grdficos de volumen de sorcidn en funcidn del tempe.

Medin: soluciin gastrica

CIPE m ultiparticultados

Medio: agua

simulada <in enzimas.

de pH 1.2,

. Pendiente 0,030 + 0.001 0,031 + 0,001
PR For Z 0.97 0,98
EuE-Ful.D- Pendiente  0,00353 + 0,00004 000441 + 0,00006
Bz* = __J'-':_ 0.99 0,99
: . Pendiente  0,00347 + 0,00003 0,00420 + 000007
EuE-Eus-BZ > 0.99 0.99
o Pendiente  0,00345 + 000004 000407 + 000008
ERER AN S-INE r 099 01,9889
Ehb A s F‘end:eme 0,00347 4 0,00007 00037 + 0,0001
r i, G 0497
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Figura 4.6, Sorcidn de fuidos desde las multiparticulas en una masa de 50 mi a) perfil de
sorcidn de agua. by Perfil de sorcidn de selucidn gistrica simulada sin encdmas de pH 1,2,

En la Figura 4.7 se observa la apariencia visual de las particulas de EuE-Eul-BZ"
y Chi-AA-BZ* a medida que capturahan la solucidn gastrica simulada sin enzimas de
pH 1,2 en tres diferentes tiempos del ensayo: 00 min (condicidn inicial), %0 min
{tiempo medio del ensayo) v 180 min (tiempo final del ensayo). En estas imdgenes se
puede observar que la mayoria de las paniiculas contenidas en el cilindro hueco se
encuentran humectadas con el medio de sorcidn. En particular, ¢l sistema Chi-AA-

BZ® desarrolla una amplia capa gel y presenta un marcado hinchamiento de las
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particulas, en lanto que el sistema EuE-Eul-BZ° desarrolla una limitada capa gel.
Similar aspecto de las particulas, en cuanto & la apariencia visual, se observd cuando

el medio de sorcidn fue agua.

Chi-AA-BL

t= 0 min 1= 0} min = 180 min

Figura 4.7. Apariencia visual de las particulas de EuE-Eul-BZ® ¥ Chi-AA-BZ" durante ¢l ensayo
de sorcidn de fluidos a diferentes tiempos,

En la Figura 4.8 presentan los perfiles de liberacion de BZ en agua, expresados
como % de BZ liberado en funcitn del tiempo. En éstos, se puede observar que los
sistemas compuestos por los polimetacrilatos presentaron perfiles de liberacidn
similares (5> 507 v la velocidad de liberacion de BZ es lenta v modulada, Ademds,
en las condiciones ensayadas, la cantidad total de BZ liberada no supera el 60 %, Por
su parte, el sistema compuesto por los polisacaridos, presentd una mayor velocidad de
liberncion en los primeros 30 min del ensayo, en comparacion con los constituidos
por polimetacnlatos. El sistema Chi-AA-BZ* presentd efecto Burst (liberacidn inicial
grande y rdpida) v libero ¢l 40 % del BE cargado a los 5 min del ensayo. Alcanzadas
las & h del ensayo, el %o de B liberado alcanza -~ 100 %o, lo qoe representd
aproximadamente el doble de la cantidad total liberada de BY desde los CIPE
compuestos por Fudragit®. Complementariamente, el andlisis del aspecto visual de las
particulas que quedaron retenidas en el canastillo, luego de finalizado ¢l estudio de
liberacidm, permitio evidenciar una reduccion del tamafio de particula, lo que podria

indicar que tuvo lugar un proceso de erosidn,

Pagina 1T
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Figura 4.8, Perfilis de libercidn de B en agua de los CTPE obienidos uiilizando como medio de

interaceiiin en agua,

Los perfiles de liberacion de BZ en NaCl 0.9 % se presentan en la Figura 4.9, En
este medio de liberacion no se observaron marcadas diferencias entre los sistemas
compuesios por los polimetacrilatos o los polisachridos, Sin embargo, el analisis
estadistico  de  estos  perfiles  permite  evidenciar gque  sdlo son similares
estadisticamente los perfiles de liberacion de FuBE-EuS-BZ* v EuE-EuFS-B2 (f =
50), en tanto que todos los otros no son similares entre sl, En todos los casos, se
observd una velocidad de liberacion lenta y modulada. El sistema EuE-Eul -BZ" ¢s el
que presentd la menor velocidad de liberacion, En este dltimo caso, las particulas que
se recolectaron en el canastillo, luego de la liberacidn, se encontraban en su mayoria
con une capa gel alrededor, o gque podria ser ¢l causante de ln menor velocidad de
liheracion de B desde este sistema, en comparacion con los perfiles de liberacion
ablenidos en agua,

En la Tabla 4.4 se presentan el andlisis cinético de los perfiles de hiberacion de BZ
desde los CIPE constituidos por polimetacrilatos. A partir de estos resultados, se

pucde obscrvar que la regresion lincal se ajusta con un bucn coeficienic de

correlacion para ambos modelos, con r = 0,94 en todos los casos,
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Chi-AA-BZ"
EuE-EuS-BZ"
EuE-EuFS-B2*
FuE-Ful.D-BZ
EuE-Eul.-BZ*

Figura 4.9, Perfiles de liberacion de BE en MaCl 0,9 % de los CIPE obtenidos uiilizands como
miedir de interaccion en aguit,

Tabda 4, 4 Cinética de liberaciin de BZ desde lox CIPE en agug v NolCl 0.9 %5 sobre fa
bare de lax ecuaciones de Higuchi v Peppas,

Medin ST as

Hizuchi

Peppas

k r n

EuE-Eul-BZ* 26,53 099 050 0,99

- EuE-Eul.-BZ" 24,35 096 048 0,96
&  [uE-EuS-BZE 2529 099 05 0.99
EuE-EuFs-BZ" 21,79 054 057 0,94

2 _Eu_E-Ey_!_.:Ei_Ew"___ 14,15 0es 051 0,99
g- EuE-Eul.D-BZ" 23.04 058 029 0.99

E EuE-EuS-BF* 16,63 098 0,33 i, e
L EuE-EuFS-BZ" 18,10 (.54 0,36 0.97

k expresada en %uh. Datos experimentales: 5 — 60 % de BZ liberado.

En la Figura 4,10 a) se observan los perfiles de liberaciom en las soluciones
codificadas en el Método A-USP (medio de liberacion) de BZ desde los CIPE
multiparticulados, obtenidos en agua como medio de interaccion. A partir de los
resultados ohenidos, es posible ohservar que para los polimetacrilatos la velocidad de
liberacidn de BE desde sistemas es diferente, lo que evidencia la influencia de las
caracteristicas fisicoquimicas del segundo PE adicionado, es decir, del PE dcido. El
orden de la velocidad de liberacidn de BZ desde estos CIPE es: EuE-Eul-BZ* > EuE-
EuS-BZ' == EuE-EuFS-BZ" > EuE-EulL.D-BZ". El sistema EuE-FuS-BZ" presenta
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efecto Burst v libera ¢l 65 % del B2 cargado a los 5 min del ensayo y luego presenta
una liberacion modulada. Los sistemas Eubk-EuFS-BZ* v EubE-EulD-BZ" presentaron
una liberacion lenta v modulada durante las dos primeras horas del ensayo. En todos
los casos, con excepcidn del sistema Bob-Eul-BZ' gque presento una muy ripida
velocidad de liberacion y liberd el W) % def BZ a los 5 min {Administracion Nacional
de Medicamentos Alimentos v Tecnologia Meédica, 20009), ¢l cambio de medio (a
partir de las 2 h) activd la liberacidn del BZ, lo que se cormesponde con un aumento en
la solubilidad de los PE en funcitn del pll El sistema Chi-AA-BZ presentt una
velocidad de liberacidn lenta v modulada e independiente del pH.

Los perfiles de liberacion de B desde los CIPE obtenidos otilrando mewcln
hidroalcohdlica como medio de interaccion v las soluciones codificadas en el Método
A-USP como medio de liberacion se presentan en la Figura 4.10 b). En estos perfiles
puede observarse que, durante las 2 h de etapa acida, la velocidad de liberacidn de BZ
desde los CIPE constituidos por los polimetacrialtos fue modulada, El orden de la
velocidad de liberacién de BZ desde estos CIPE es: EuE-EuS-BZ™ > EuE-EuL-BZ™
~ EuE-EulLD-BZ™ > EuE-EuFS-BZ", pero los perfiles de liberacion obtenidos para
ca sistema, presentan menores  diferencias entre ellos, que aguellos  sistemas
homdlogos obtenidos en agua, como medio interaccion. Se observd efecin Burst en
los sistemas EuE-EuS-BZ™ v EuE-EuL-BZ™, los cuales liberaron aproximadamente
el 25 % del B cargado a los 5 min del ensayvo, Para estos CIPE, el cambio de medio
{a partir de las 2 h) activo levemente la liberacion del B, con excepeidn del sistema
FuE-EuFS-BZ"™, en donde la influencia por el cambio de medio fue mayor v, en

consecucncia, la liberacion del BZ resultd activada.

El sistema Chi-AA-BZ" presentd una velocidad de liberacion lenta y
modulada ¢ independiente del pH. Ademis, si se comparan los perfiles de liberacion
de éste altimo, s¢ puede observar que ¢l medio de interaccion para la obtencion de los
CIPE {agua o mezcla hidroalcohdlica), no influcncia las propicdades de libracion del
BZ.

Sobre la base de los resultados obtenidos utilizando el Método A, se decidid
evaluar las propiedades de liberacion del BY desde sistemas muliipariculados gue
combinaran dos CIPE con  diferente  comporamiente  de  liberacidn.  Fueron
seleccionadas cuatro combinaciones, Todas éstas contienen FuE-Ful-BZ"™, debido 4
gue presenta una velocidad de liberacidn de BZ muy ripida, en combinacidn con otro
CIPE, en donde Ia liberacion de BZ fue lenta v modulada. Los perfiles de liberacidn
de BE oblenidos se presentan en la Figura 401,



Chi-AA-BZ?
Eub-Eus-BZ"
FuF-EuFS-BZ*
FuF-Eul.D-BZ"
EuF-Eul-BZ*

%e de BZ liberado

ENIR

b}
1109
1004
M-
= N+
§ T+
= hild
= s0- = Chi-AA-BZ™
2 404 = EuE-FuS-BZ™
£ 304 =*= EuE-FuFS-BZ™
20 = EuE-EuLD-BZ™
10 == FuE-Ful.-RZ™
1] T T T .|
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Figura 4.18, Perfiles de liberncion de BE ubilando el Método A — USP (2 hoen 750 mlL de
salucion de HOTD,1 B seguida de 4 b en 1000 mL de solucién tampdn de pH 6,.8) de los CIPE
pbienidos utilizando como medio de interaccion a) agua ¥ b) mezcla hidroalcohdlico,
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Figura 4. 11, Perfiles de liberncidn de BZ wtilizando ¢l Método A — USP (2 h ¢n 750 mL de
solucidn de HCLO, 1 M seeuido de 4 b en HEH mL de solucidn tamgpdn de pH 6. 8) de
cambinaciones de CIPE con diferente compoertamiento de liberacion,

Como puede observarse, la velocidad de liberacidn de BZ se comresponde con la
sumatona de los perfiles de liberacion de cada uno de los sistemas que componen la
combinacion esiudiada. En (odos los casos, se observo una hiberacidn modulada hasta
ls 2 b Luego, el cambio de medio activo In liberacion del BE y alcanad un 80 %4 del
porcentaje total de BZ cargado en los sistemas.

En andlisis de la influencia del wmafio de particula en las propiedades de
liberacion de BZ se realizo para fos sistemas Chi-AA-BZ™ y FuE-Eul-BZ™, Como
puede observarse en la Figuras 4.12 a) v b). los perfiles de liberacidon para ambos
sistemas  mostraron  que, la fraccidn 30-colector, presentad una  velocidad  de
liberacidn de BZ mayor gque ls fraccion 20-30 y ésta mayor gque la fraccion 16-20. Es
decir, s¢ observd que a menor tamafio de particuls s¢ produjo un leve incremento en
la velocidad de liberacién de BZ. En el sistema Chi-AA-BZ™ la liberacion de BZ, fuc
modulada v pricticamente no se vio alterada por el cambio de medio, es decir, no
resulit influenciada por ¢l cambio de pH. En el sistema EuE-Eul-BZ™ la velocidad
de liberacion de BZ también fue modulada, pero la influencia del cambio de pH en las
propiedades de liberacion fue marcada v a partir de las 2 b, la cantidad de BZ liberado
se incrementd rapidamente. Ademds, las particulas que quedaron retenidas en el
canastillo, lucgo del proceso de liberacidn, permitieron evidenciar que en ¢l sistema

Chi-AA-B#™ se habia formado una amplia capa gel viscosa v las particulas hahian
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reducido su tamafio. Por su parte, en el sistema EuE-Eul-BZ™ Ia formacién de capa

gel fue limitada v las particulss se redujeron en amafio.
a)

110+

%o de BT, liberado

Chi-AA-BZ™ F 30-colector
Chi-AA-BZ™ F 20-30
—=~ Chi-AA-BZ"™F 16-20

5 ]

1104

i
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- 4 -~ [yE-Eul -BZ™ F 30-colector
EuE-Ful-BZ™ F 20-30
~=~ EuE-Eul-BZ™ F 16-20
0+ - - s : ' —
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Figura 4.12. Perfiles de liberacidn de BZ utilizando of Méodo A— USP (2 hen 750 mL de
splucidn de HC 0,1 W seguido de 4 hen 1000 mL de solucidn tampén de pH 6,8) en funcidn del
tamafio de particula, de acuerdo con las diferentes frcciones obtenidas, a partir de bos CIPE

obtenidos utilizands mercla hidroalcobdlica como medio de interaccion. a) Perfiles de liberacidn
desde el sistema Chi-AA-BZ™. b) Perfiles de liberacién desde ¢l sistema EuE-Eul-BZ™,
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4.3.2. Propiedades fisicoguimicas de las multiparticulas

En andlisis de las particulas mediante microscopia confocal de reflexion permitio
observar las caracteristicas morfoldgicas microscopicas de las particulas obienidas,

principalmente a nivel superficial

Como se puede observar en la Figura 4.13 las particulas correspondientes a los
sisternas Chi-AA-BZ' y Chi-AA-BZ™ poseen forma irregular, con una superficie que
no es lisa, sino rugosa v e coloracion es heteropénea a nivel superficial. En alpunas
regiones se obhservaron tintes anaranjados-marrones, mientras que on otras, la
coloraciin fue amanllo pdlido, Las fotografias permiten evidenciar que no s¢ observa
agregacion entre las particulas. El medio de interaccidn influencid lus caracteristicas
de superficie de las pariculas, En las magencs superiores de i Figuma 4,13 s¢ puede
observar gue cuando el medio de imeraccion es agua, el B se presenta en mavor
medida libre a nivel superficial, lo que se ve reflejado por un aumento de la reflexion
debido a la eristalinidad del sélido correspondicnte al F pure, Por su parte, cuando ¢l
medie de interaceiin es la meecla hidroalcohdlica, la reflexidn es menor, lo que se
puede relacionar con una mayor proporcion de B incorporado dentro del particulado

polimérico matricial.

Chi-AA-TiF" Chi-AA-BiE

Figura 4.13. Imigenes de microscopia confocal parm b sistemes Chi- AA-BY oblenidos en medio

seucss {(zguierdn ) @ hidronbeohdlico {derecha).
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Las imagenes obtenidas por microcopia confocal para las particulas de EuE-Eul -
B v EuE-Eul-BZ™ se presentan en la Figura 4.14. Estas particulas también se
presentan con formas y superficies irrggulares, pero todos dentro de un intervalo de
tamafio entre 60 v B0 wm. Las fotografias permiten evidenciar que no se observa
apregacion entre las particulas. En estas se puede observar que la coloracion de las
particulas ¢s blanca v homogénea en la mayor parte de la extension de la superficie y
en algunas regiones e observa un aumento de la intensidad de la coloracion que se
comesponde con zonas de depresidn en la topograffa de superficie. Las particulas
obtenidas en medio scuoso presentan una mayor proporcion de BZ enistalino, que se
ohscrva como cristeles aciculares cn le superficic de las particulas (imagencs
superiores). En las particulas oblenidas en medie hidroalcohdlico la proporcion de B2
presente como cristal es inferior, observado por la presencia de menores cristales

aciculares en la superficie de la particula analizada.

EuE=Eul ~B¥= EuE-Eul-BRE"™

Figura 4.14. Imigenes de microscopia confocal para los sistemas Fal-Eul -B7 oblenidos en

medio acuoso (izquierda) ¢ hidralcoholico (derecha).

En la Figura 4.15 se presentan las imdgenes obtenidas por microcopia confocal de
las particulas EuE-EuS-BZ® v EuE-EuS-BZ™. Al igual que en los casos anteriones,
cuando ¢l medio de interaccion es agua, se observa mayor cantidad de BY en la
superficic de las pariculas. Estas  paniculas fambién  presentan  coloracidn
blanguecing, que se commesponde con las propiedades de los sdlidos gue la componen.

El andlisis de la reflexiom del BZ permite evidenciar que hay presencia de cristales



aciculares en ambas particulas, pero aquellas obtenidas en medio acooso presentan
regiones de mayor densidad de reflexion que se observan como zonas de
diferenciadas del resto de la superficie de la particula. En ¢l sisiema oblenide con la
mezela hidroalcohdlica este fendmeno también se presenta, pero I intensidad de la

reflexicn es menor,

EuF-En5-BF" EnE-Eus-EE=

Figura 4.15% Imédgenes de microscopia confocal pam los sistemas Dull-EuS-BE obienidos en

medsn poEnso ﬂizquicrdu:l & hidranlcoholios (derechal.

Lias particulas de EuBE-EulD-BZ obtenidas, tanio en medio acuoss  como
hidroalcohdlico, no presentaron marcadas diferencias en la superficie de las particulas
mediante ¢f andlisis por microscopia confocal, En la Figura 4,16 s¢ muestras gue las
particulas obtenidas presentan coloracion blanca v, que cn ambos medios de
interaccion, hay BZ cristaling en la superficie de las particulas, presente como los
cristales aciculares cammcteristicos de este F. Las imdgenes registradas permiten

evidenciar gue no se observa agregacion entre las particoias,

Finalmente, ¢l andlisis por microscopia confocal de los sistemas EuE-EuFS-BZ2" y
Eub-EuFS-BZ™ permitio evidenciar unm marcada influencia del medio de interaccion
en lo que respecta o la superficie de las particulas (Figura 4,17}, 5i bien en ambos
casos las particulas s¢ presentan con una coloracion blanguecing, cuanda ¢l medic de
interaccion es la mezcla hidroalcohdlica, la superficie de las pariiculas se presenta
menos rugosa v con algunas regiones de mavor ranslucencia, evidenciadas por la

menor intensidad de la coloracidn blanca. No obstante, en ambos casos, la presencia
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de B cristalino en la superficic de las particulas, al igual que en los sistemas
presentados previamente. Las imédgenes oblenidas permiten evidenciar que no se

produce agregacion entre las particulas.,

EnE-Eul.l-BE* EuE-Eul.D=HE™

Figara 4. 16, Imdgenes de microscopia confocal para los sisteomas PubE-Eul.D-02 obienidos en

modio scuoss (iaquierda) ¢ hidroaleoldlico (derechal).

EuE-EnFs-HFF FuE-EuFS-REM

Figura 4. 17, Imigenes de microscopin confoend parn los sisiemns EuE-EuFS-BE obienidos en

miedin acueso {Eguisrda e hidroalecobilico (derechal,
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En la Figura 4.18 se presentan los difractogramas de los sistemas EuE-Eul-BZ,
ohtenidos tanto en apua como en medio hidroalcohdlico. Se presentan, ademds, los
difractogramas comespondientes a los materiales de partida; EuE y Eul. El
difractograma de BZ no se presenta debido a que éste se encuentra consignado en el
Anexo . Complementariamente, se muestra el difractograma de la mezcla fisica
(MF), es decir, la mercla de los silidos que forman el CIPE, en las mismas
proporciones que s¢ cnouentran en éste, pero sin que hava tenido lugar la imeraccion

con un medio.

Como se puede observar, ¢l BZ presenta un patron de difraccion caracteristico de
un sdlido cristalino, micntras que EuE ¥y Eul. presentan un  difractogramas
caracteristicos de solidos amorfos, tal como ocurre con todos los PE evaluados
{Amexo 3). El andlisis por difraccitn de Rx de polvos, permitid evidenciar la presencia
de BZ libre en los CIPE, ya que se observa la presencia de picos de cristalinidad en
los difractogramas, los cuales se commesponden con los picos de difracciin que
presenta BY puro. No se observan diferencias en los patrones de difraccion de los

sistemas ohtenidos en agua respecto de los obtenidos én medio hidroaleoholico.

En el difractograma de la MF se pucden observar claramente los picos de
cristalinidad de BZ y no se observan marcadas diferencias enire este difractograma v
los obtenidos para los CIPE cargados con BY, independientemente del medio de
interaccion en ¢l que fueron obtenidos. Solo s puede apreciar una leve disminucidn
de la intensidad de los preos en los CIPE, respecto de la ME.

Resultados similares a los presentados para los sistemas EuE-Eul-BZ se

observaron para el resto de los sistemas compuestos por polimeiacrilaws (Anero 3

En la Figura 4,19 s¢ presentan los difractogramas de los sistemas Chi-AA-BZ,
aobtenidos tanto en agua como en medio hidroaleohdlico. Ademas, se presentan los
difractogramas correspondientes a los materiales de partida: Chi ¥ AA. En éstos, se
puede observar un comportamiento en los patrones de difrsccion similar 2 lo que
peurme con los sistemas compuestos por polimetacrilatos. Es decir, en los CIPE se
observa la presencia de BZ libre, que sc aprecia debido a la presencia de los picos de
cristalinidad correspondientes a BE puro v no se observan diferencias entre los CIPE
ohtenidos en agua ¥ kos obtenidos en mercla hidroalcohdlica.
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Figura 4,18, Difractogramas de Rx de polvos obtenido para EuE, Eul., EuE-Eul.-B#*, EuE-Eul.-
BZ™ v la mezcla fisica (MF).
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Figura 4.1%. Difraciogramas de Rx de polvos obtenido para Chi, AA, Chi-AA=- B, Chi-AA-
BE™ v la mezcla fisica (MF).
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Complementariamente, a partir del andlisis por espectroscopia FT-IR, se observd
gue los espectros de los CIPE mostraron marcadas diferencias cuando fueron
comparados con los compuestos de partida. Sin embargo, no s¢ observaron marcadas
diferencias en las bandas de absorcién entre los sistemas obienidos en agua ¥ cn
medio hidroalcohilice.

En la Figura 4.20 s¢ presentan los espectros de FT-IR de los sistemas EuE-Eul -
BZ* y EuE-Ful -BZ"™ y de la MF correspondiente, Los espectros de Ful. y EuK se

encuentran en ¢l Amexe 4 v el de BZ se presenta en el dmexo 1.

Como se puede observar en la Figura 4.20, hay #onas sombreadas que remarcan
las regiones en las cuales se presentan diferencias en las bandas de absorcién. En
términos gencrales, los espectros correspondientes a los CIPE mostraron sutiles
diferencias en comparacion con las MF. Entre los 1250 v 1290 em™ se observan las
bandas comrespondientes a los enlaces C-0 y C-N del BZ en la MF, én tanto que, a
esas frecuencias, en los CIPE se presentan cambios en la intensidad relativa v el
aspecto de las bandas. Esto podreia indicar que en los CIPE se establece una
interaccidn entre los grupos funcionales involecrados, que no se observa en la MF
Por otra parte, se evidencian cambios en la intensidad relativa cormespondiente al
grupo C=0 del COOH, entre los 1600 ¥ 1750 em™, cuando se compara ls MF ¥ los
CIPE., En ambos CIPE, se observa un comimiento de las bandas (cambios en la
frecuencia) correspondientes a la zona de C=0 y C-0), respecto de los espectros de los
polimeros de polimero, lo gue indicaria que hay inferaccion entre éstos. La regidn
correspondiente & la protonacidn del grupo dimetiliminoetilmetacrilate del EwE,
aproximadamente a 2700 em”’, no se puede observar en el espectro, debido a la
superposicion de sefales en esa region, debido a la cantidad de grupos funcionales
presgntes por los diferentes componentes del CIPE, lo gque hace que se solapen con
las sefizles de los cationes trialquilamonio (R-N{CH") del EuE. En la MF se evidencia
la aparicidn de la sefal correspondiente al grupo dimetilaminoetilmetacrilate no
protonado, entre los 2770 y 2825 em, sefial que estd avsente en los CIPE, lo gue

podria indicar que este grupo se encuentra pritonado en los complejos,
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Figmra 4.20. Espectros de FT-1R obtenidos para EuE-Eul-B#*, EuE-Eul-B#™ v la mescla fisica
(MFD,

Resultados similares 2 los observados para los sistemas EuE-Eul-BZ, se
obtuvieron para los otros CIPE compuestos por polimetacrilatos {Anexoe ),

En la Figura 4.21 se presentan los espectros FT-IR de los sistemas Chi-AA-BZ,
obtenidos en ambos medios, v de la MF correspondiente, Al igual que para los CIPE
compuestos por polimetacrilatos, se poede observar que entre en los complejos,
independientemente del medio, los espectros son semejantes, pero se diferencias
sutilmente del espectro de la MF, Entre 3750 v 3500 cm™', la banda correspondiente a
las sefiales N-H v OH del Chi enire la MF v los CIPE presentd un commiento hacia
frecuencias mavores, Por olra parie, se observan cambios en la intensidad relativa en
la regitn de los grupo C=0, aproximadamente a 1727 cm’', correspondientes al AA.
Esta banda se encuentra méas desplazada en los CIPE. tanio en aquellos oblenidos en
agua como en mezrcla hidroalcohdlica, en comparaciin con la MF, la cual presenta un
espectro con una banda correspondiente al COOH del AA mis parccida a la del AA
libre. Entre 1650 v 1656 cm™' se observan las sefales correspondientes al N-H del
Chi, que aparecen a frecuencias mayores en los CIPE. en comparacion con la MFE.
Ademas, en la MF se observan con clandad las sefiales correspondientes a los grupos
funcionales de BZ, lo que evidencia que éste no estd interaccionando de ninguna

manera en la MT.

En términos generales, en la MF se observa una mayor definicion de las handas,
que podria doberse a la sumatoria de las seflales individuales de cada uno de los

— — — Magima 121



FUrIr, Silieie-gl % - Ciliuis ™
Fraculiad de Cieneips Quinnens — Linversdnd sscional de L orodoba =

componenies de ésta, en tanto que en los CIPE se evidencian corrimientos en las

bandas, cambios en la intensidad relativa y aspecto de ésias, lo que podria estar

indicando la interaccion entre los PE invelucrados,

ELT}
A0
=
]
" Chi-AA-BZ-
| (HEF
= L]
T
" Chi-AA-BD

Chi-AA-BE
4{HHI ELL I H] I [[LLi]
Frezuencis {em')

Figura 4.21. Espectros de FT-IR obtenidos para Chi-AA-BZ®, Chi-AA-BE™ y la mezcla fsica
(MFL

PARTE II: SISTEMAS PORTADORES PE-CMP

4.4, Materiales y Métodos

4.4.1. Materiales

4.4.1.1. Farmaco

Como fue descripio en ¢l capitulo 2 Principios activos y excipientes selecciomadoy
y tal como se detalla en el Anexo 2, CMP newtra fiue obtenids por neutralizacidn
fcido-bhase en un sistema hifasico compuesto por agua v CHyCHACla

3.4.1.2. Polielectrolitos

Debide a que CMP presenta una amina terciaria plausible de ser protonada, los
polimeros ufilizados para la oblencidn de los complejos PE-F fueron seleccionados
por presentar caracteristicas dcidas. Se scleccionaron cuatro polimetacrilatos, a saber:
Eul., Eul.}, Eus vEuFS (Evonik Bdhm GmbH, Alemania), gentilmente donados por
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Ftilfarma Argentina, vy el polisacidrido AA de algas marrones Macrocystis pyrifera
{grado farmacutico, Lote SLB C 9738V Sigma Aldrich®, St. Louis, USA).

4.4.2. Metodologia de obtencion de los complejos PE-CMP

5S¢ prepararon cinco  lipos de sistemas, costro de ellos compuestos  por
polimetacrilatos ¥ uno por un polisacindo. Como CMP presenta en sy estructura
quimica una amina que puede ser prolonada para interaccionar ionicamente con PE
anidnicos, s¢ evaluaron los polimetacrilatos dcidos (Eul, EulD), EuS, EuFS) v el
polisacirido AA. En ¢l desarrolle de los sistemas, CMP se incorpord en proporciones
esteguiomeétricas para neutralizar el 50% de los grupos ionizables del PE anionico (los
grupos jonizables fueron determinados de acoerdo a la metodologia descripta en el
apartado 2.3.2 del capitulo 2).

Para la obtencidn de los sistemas en cstado sflido se utilizéd el méodo de
evaporacidn de solvente. Para lo cual, los sdlidos del PE v CMP fueron puestos en
contacte v merclados en un morero ¥ se adiciond poco a poco el medio de
interaccion que fue etanol absoluto (grado PA, Cicarelli®, Santa Fe, Argentina). La
adicion del medio de interaccion permitiad formar ung mezcla semisdlida, la coal fue
amasada v se dejd interaccionar durante 24 h. El volumen de etanol utilizado para la
obtencidn de bos sistemas fue (1.6 £ 0,5) mL/g silido. Leepo de transcurridas las 24
h, el material se dejd reposar v 52 sech a temperaiura ambiente ¥ hasta peso constante,
monttoreado  mediante  determinacion de la mass en una balanras  analitica,
considerando una variacion en la masa < 5 % como pardmetro, Una vez seco, &l
material fue molido con un pilén en ¢l mortero v se tamizbd a través de mallas de
acero inexidablke, para obiener particulas de tamafio uniforme en el rango de fos 212-
425 pm. En €] caso particular del sistema obtenido con BEuFS, el sblido obtenido no
pudo ser molido directamente v se requirid del proceso de criomolienda.

8¢ obluvieron cinco sistemas diferentes, basado en complejos PE-CMP, a saber:
Eul-CMPsy, EulD-CMPy, EuS-CMPy, EuFS5-CMPsy v AA-CMPs;. En donde el
subindice “50™ reficre al porcentaje del total de grupos dcidos ionizables del PE que
fueron neutralizados por la adicion de la CMP. Pam [a obtencion de estos complgjos,
la masa de PE y de CMP se detalla en la Tabla 4.5,
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Tubla 4.5, Cantidad necesaria de CMP parg mewtralizar el 50 % de los equivalentes de
grupos deidos fonizables de coda PE, referenciada a una masa igual a 1 g de PE

Eul. 0,7635 + 0,0002

| Eus 0,6738 + 0,0002
EuLD 08344 + 0,0002
EuFS 0,0582 + 0,0002

AA [,6927 £ 0,0002

4.4.3. Caracterizacion biofarmacéutica de los complejos PE-CMP
4.4.3.1. Estudios de liberacion de CMP desde los complejos PE-CMP

Se determind la liberacion del CMP desde los complejos PE-CMP contenidos en
cipsulas “0" de gelatina dura, cargadas con una masa de complejo gue contenia el
equivalente a 25 mg de CMP. Se wtilizd un equipo de disolucion-USP (Disolutor AT
7 Smart SOTAX®, Suiza), aparato | o método de canastillo a 100 rpm (USPII-NF2S,
2000) v (37, 0 £ 0,5) °C. Este método fuc scleccionado debido a gue las cipsulas
flotan. Los canastillos utilizados fucron estindar de malla 40,

Todos los medios fueron desgasificados antes de iniciar los ensayvos. El volumen
de medio fue 900 mL cuando los medios ensayados fueron aguea v NaCl 0,926, v 1000
mL como volumen final cuando el medio ensavado fue el codificado en el Métoda A-
LISP para evaluar formas farmacéuticas de liberacidn modificada. En éste Glfimo, se
evalud la liberacion de CMP durante 2 h en 750 ml. de solucion de HCI 0.1 N
seguido de 4 h en 1000 mL de solucion tampdn de pH 6.8 (USP33-NF28, 2010).

Durante el ensavo se wmaron muestras prefiltradas de 4 ml, o intervalos de
tiempo predeterminados, v se llevd a cabo la reposicidn del volumen muestreado con
cantidades eqguivalentes de medio fresco termostatizado (medio sin CMP).

La concentracidn de CMP liberada sc determing por espectrofotometria UV-
visible a 2°*"'= 251 nm, que corresponde a la longitud de onda de maxima absorcién.

Los experimentos se realizaron por triplicado y se graficaron los perfiles de
liberaciin como % de CMP liberada vs tiempo.

4.4.3.1. Analisis matematico de los perfiles de liberacion de CMP desde los
complejos PE-CMP

Al igual que para los CIPE cargados con BZ, para ¢l andlisis matematico de oz
perfiles de liberacion de CMP se consideraron solamente las liberaciones en agua v
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en NaCl 0,9 %5, Los detalles inherentes al analisis comparativo v cinético de los

perfiles de liberacion de CMP se encuentran detallados en el apartado 4.2.4.5.a ¥
4.2.4.5 b, respectivamente, del presente capitulo, va que la metodologia utilizada es la
misma que para los CTPE.

4.4.4. Caracterizacion fisicoquimica de las multiparticulas
4.4.4.1. Difraccion de Rx de polvos

Los patrones de difraccion de los complejos PE-CMP v de las mezclas fisicas
correspondientes, fueron obtenidos de acverdo con la metodologia detallada en el
apariadoe 4.2.5.1 del presente capitulo.

4.4.4.2. Microscopla ptica de luz polarizada

Las muwesiras e analcearom  ublilizando un microscopio Opiwo con  Niliros
polarzadores (Olympus® BX41), equipado con una cimara digital (Infinity® 1) para la
toma de las imagenes v software especifico pama su procesamiento (Infinity Amliz-:",
Release 5.0.2). Las muestras s¢ prepararon colocando  cuidadosamente los
cubreobjetos sobre los portaobjetos. Las imdgenes sc obfuvieron con un aumento de
20X.

4.4.4.3. Espectroscopia FT-IR

Los especiros FT-IR de los complejos PE-CMP vy de las mezclas fisicas
correspondientes, fueron oblenidos de acwerdo con la metodologia detallada en el
apartade 4.2.53 del presente capitulo.

4.5. Resultados
4.5.1. Propiedades biofarmacéuticas de los complejos PE-CMP

Los complejos PE-CMP se obiuvieron con rendimientos = 70 %%, El rendimiento
fue wvariahle v dependiente del tipo de PE utilizado para la oblencidn de los
complejos. En particular, los complejos obtenidos con EuFS se obtuvieron como
solidos gomosos v, por ese molivo, se reguirid de la utilizacion de la cnomolienda
para obienerlo como un polvo solido. En este caso, ¢l rendimiento de obtencidn fue
de aproximadamente el 72 %, lo que denota una importante pérdida de material por
adherencia a las paredes del modero ¥ por la manipulacidn del s5lido para obtenerlo
como polvo. Por otra parte, los demas complejos fueron obtenidos en todos los casos
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con rendimientos > 90%, los coales, una vez secos, se presentaron como solidos gue

pudicron ser molidos directamente en el mortero con un pildn,

Los perfiles de liberacion de CMP desde los complejos binanos utilizandoe agua
como medio de liberacidn, se presentan en Ta Figura 4.22, Puede observarse que e
complejo AA-CMPy; presenta un marcado efecto Huest y libera el 70 % de la CMP
cargada a los 15 min del ensayvo. Luepo de ese tiempo, la liberacidn es controlada en
el tiempo. Por su parte, los sistemas compuestos por los polimetacrilatos en todos los
casos prescntan una liberacion lenta v controlada de CMP. El complejo EuFS-UMPs,
presento la mayor proporcién de CMP liberada, luege de 6 h del ensayo, la cual fue =
30 %, Ademis, los sistemas basados en los polimetacrilatos mostraron proporciones
de CMP liberada, acorde a la siguiente secuencia: FuFS-CMPy, > EulD-CMPs; -
Eul-CMPs; ~ EuS-CMP. Como se puede observar, los perfiles de liberacion de los
complejos constituidos por EuS, Eul.Dd v Ful. son similares {f;> 50).

Por otra parte, como se ohserva on la Figura 4.23, cuando el medio de liberacidn cs
MaC1 0.9 %, se presenta una mayor velocidad de liberacion de CMP, gque puede ser
atribuia al mecanismo de intercambio idnico, favorecido por la presencia de iones en
la solucion salina. Un caso excepoional fue el sistema EuS-CMPse, que presenta un
perfil similar al que exhibic en agua. En solucidn saling, el complejo AA-CMPy,
libera la CMP en forma méds modulada, en comparacion con la liberacion hacia agua,
v no se observa el efecto Burst. En el caso de los Eudragic® la liberacion de CMP es
mas lenta ¥ controlada, aungue al cabo de las & h de transcumido el ensavo, la
proporcion de CMP liberada fue mayor que en agua v se presentd de acuerdo con la
siguiente secuencis: EulD-CMPs; > BEuFS-CMPsyy — BEul-CMPg, == EuS-CMPs,.
Ademas, pucde observarse que los perfiles de liberacion de EuF5-CMPsy v Eul-
CMPy  se  presentan  pricticamente  superpuestos, kb cual  se corrobora

estadisticamente, va gque presentan un = 50,

En la Tabla 4.6 se presentan el andlisis cinético de los perfiles de liberacion de
CMP desde los complejos PE-CMP constituidos por polimetacrilatos. Cuando el
medio de liberacidn fue aguea, sdlo el complejo EuFS-CMPsy ajusto a los modelos
empleados, por ese motive s2 informa solamente este resultado, Para el resto de los
complejos no hubo ajuste a ninguno de fos dos modelos, debido a que ocurre una
liberacidn del 10 % que luego se mantiene aproximadamente constante en el tiempo
v, en todos los casos, se observi r < 0,8 Fn el medio de liberacidn NaCl 0.9 %, se

evidencia que la regresion lineal, se ajusta con un buen coeficiente de comelacion
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para amhos modelos, con = 0,83 v = 0,839, para los modelos de Higuchi v

Peppas, respeclivamente,

11105
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[} A0
T 80,
E T
; Gilh 5
= s AA-CMP g,
E —— EuFS-CMPy,
= a8 -« EuS-CMPy,
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Figura 4.1, Perfiles de liberacion de CMEP on agua desde bos comglejos PE-CMP,
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Figura 4.23. Perfiles de liberacion de CMP en Mal?] 0,9% desde los complejm PE-CMP,

El andlisis de las propiedades de liberacion utiliaando como medio las soluciones
codificadas en el Método A-UISP, que involucra la evaluacion de la liberacidn del
CMP duranie 2 h en un medio de 750 mL de HC| 0,1 M, segunda de 4 h en un medio
de 1000 mL de solecion tampin de fosfatos de pH 6.8, permitié evidenciar que el
cambio de medio activa la liberacion de CMP desde los complejos PE-CMP, lo que
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se corresponde con un sumento de la solubilidad de los PE en funcidn del pH, para ¢l
caso de los polimetacrilatos (Figura 4.24). En estos complejos, la proporcion de CMP

liberada, durante las 2 primeras horas del ensayo, siguid la siguiente secuencia: EubFS-
CMPs; => EuLD-CMPs ~ Eul-CMPs; > EuS-CMPs;. Ademis, el complejo EuFS-
CMPs, presenta un pequefio efecto Sursi y libera el 20 % de la CMP a los § min. Por

su parte, ¢l complejo AA-CMPz, presenta un marcado efecto Berst con una hberacion

de CMP = 80 % a los 5 min y. en este sistema, no se observa una marcada influencia
del cambio de medio en las propiedades de liberacion de UMP.

Tabla 4.6, Cindtica de liberacidn de CMP desde loy complefos PE-CMP en gz v NoCl
0.8 %, sobre la base de las ecuwaciones de Higuchi v Peppas,

% de CMP liberadao

Hizuchi Peppas

Wledio Sistemas

k r n ¢
Agua  FuFS-CMPg 528 097 013 099
= Eul -CMP5 529 083 0,17 089
% FuLDCMPy, 3761 09 085 095
(5] EuS-CMPs, 6,48 0,52 a6 g2
- EuFS-CMPy, 1393 090 036 0,89

k expresada en %0, Datos experimentales: 5 — 60 % de BZ Iil'md:?.

110+
100
904 -z
sof~ ¢ i
704 _,-f
6l o
L1 J._.-"I —  AA-CMPg;
40+ £ - EuFS-CMPg,
T T .‘/ —=— FEuS-CMPg
20 " ~ Eul.D-CMPs
10 j Eul-CMPs;
0 - . . .
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (k)

Figurn 4.24. Perfiles de liberncion de CMP desde los nﬂmTﬂejn-: PE-CMP, utiliznndn &l Métado A
~ LISP (2 hen 750 mL de sofucidn de HCLD, ! N seguido de 4 hoen 10 mL de solucion tampdn

de pH 6,5,

Pagina 128 —— = — =



e T IT L. o S " ILY & R =
FFF] Pt 1

4.5.2. Propiedades fisicoquimicas de los complejos PE-CMP

En la Figura 4.25 s¢ presentan los difractogramas obtenidos para algunos de los
complejos PE-CMP v para las MF correspondienies, como ejemplo del analisis que se
realizd 4 toda la serie de complejos PE-CMP. El difractograma de CMP neutea no se
presenta debido a que éste se encuentra consignado en el Anexo 2, Los difractogramas
correspondientes a los PE se encuentran presentados en el Anexo 3.

El patran de difraccion de los polimeros es caracteristico de los salidos amorfos, es
decir, no s observa en esios difraciogramas la presencia de picos. Por su parte, como
s¢ detalln en Anexo 2, CMP se presenta como un solido cristalino y exhibe los
caracteristicos picos de cristalinidad conferidos por su estructura. El andlisis del
patron de difraccidn de fos complejos PE-CMP permitid evidenciar que éstos se
presentan como solidos amorfos v se observa la ausencia de picos de cristalinidad de
CMP. Por el contrario, las merclay fisicas se observan algunos picos, los coales se

comesponden con aguellos caracteristicos de la CMP neutra cristaling.

. — B AA-CRP
— MF Bl PP
M-'-“-"_-_-—q L i
H Hi Pt & 5

1@ =)
Figura 4.25, [hirmctogramas de Bx de polves obtenido para los complejos PE-CMP v las mezclas

fisicas correspondientes.

Resultados similares a los obtenidos por difraccion de Rx de polvos, se observaron
mediante microscopia optica de luz polarizada (Figura 4.26). Como puede observarse
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de tanto los polimeros AA v Eul., como los compleios PE-CMP obtenidos a partic de
éstos, s¢ presentan en las imdgenes sin la luz polarizada, debido a gue son solidos
amorfos. Por su parte, en para las mezclas fisicas se presentan las imagenes en
prescncia ¥ ausencia de luz polarizada. A partir de éstas, pudo observarse el

fendmend de birmefringencia bajo la luz polarieada, o que se debe a la presencia de

CMP neutra que sc encucntra libre v cristalina.

MF AA-CMPgsipol  MF Eul-CMPy,s/pol

Eunl Eul-CMP, MF AA-CMPg e/pol  MF Eul-CMP,, c/pal

Figura 4.26. Microgralies sin v con luz polarmeada (20K) obtenidas parm bos polimerns AA v Eul.,
los complejos AA-CMP.y v Eul-CMPyg, v las respectivas meeclas fisicas. La referencla *a/pol” ¥

“elpol” == refieren nimagenes oblenidas en ausencia ¥ presencia de la luz polarizada.

El anilizis por espectroscopia FT-IR permitié evidenciar que en los complejos
AALCMPyy se presenta un cormmicnto en la frecuencia de absorcidn atribuible al
orupo C=0 del <COO a 1000 cm'', el cual no se observa en la MF correspondiente
(Figura 4.27). Ademas, las scfiales de los grupos funcionales de CMP neutra se
presentan mas defimidas en la MF, lo cual se corresponde con la ausencia de
interaccion entre el AA v la CMP. Aproximadamente a 3500 ¢m™ se observan
cambios en la sefial de los grupos O del AA, cambia el aspecio de la banda v se
produce un leve desplazamiento hacia menores frecuencias en el complejo en
comparacién con la MF. A 2900 cm' se observan cambios en la seital
correspondiente al C-H alifatico, la banda en el complejo se encuentra desplazada v

cambia su aspecto ¢ intensidad relativa en comparacion con la MF,

Similares caracteristicas s¢ observaron en los espectros de los complejos de Eul.-
CMPoy v la respectiva MF (Figura 4.28). Se évidencia gue ambos espectros no son
coincidentes. En el complejo aparece una sefal a 1590 cm’' comespondiente al
desdoblamiento de la sefial del C=0 de los prupos =COOH v <COCY de los PE. A
diferencia del Eul. vy de la MF, en el caso del complejo ese desdoblamiento se

camesponde con la vibrecidm asiméirica del C=0 del COOY sumada a una
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disminucitn de la intensidad relativa del C=0 del COOH a 1700 em™” v a un leve

desplazamiento hacia frecuencias mayores. Esto se debe a la interaccion entre el
grupo acido carboxilico del Eul. y el grupo amine de la CMP. Similares resultados se
observaron para todos los ofros complejos constituidos por polimetacrilatos, En
wérmines penerales los espectros de los complejos presentan entre ellos diferentes
aspectos, conferidos por los diferentes grupos que forman ¢l copolimero; sin
embargo, los espectros de las MF se presentan muy similares en lodos los casos,
independientemente del PE.
i
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Figorn 4.27. Especiros de FT-1K obtenidos pera el I.::m-rplngjl} AMCUMPog v 50 respectiva mescla
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Frgura 4.18, Expectios de FT-1R olenidos pasa el complejo Bl -CMWPy, v su respeciiva mesela
fisica,
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4.6. Discusion

En conjunio, los resultados permiten evidenciar que los PE evaluados son
adecuados portadores de BZ y CMP, que exhiben propiedades de liberaciin
modificada de los F que vehiculizan. En términos generales, las propiedades
Nsicoquimicas, farmacotécnicas y biofarmacéuticas estudiadas reflejan adecuadas
caracieristicas de estos sistemas portadores de F tripanocidas, lo que podrian ser de
utilidad para la optimizacion de la farmacoterapia de le enfermedad de Chagas.

En particular, los resuliados obienidos respecto de las multipariiculas, demuesiran
que la metodologia de obtencion de los sistemas CIPE multiparticulados conteniendo
BZ es simple, reproducible, robusta y potencialmente escalable. Las particulas se
obtienen con un alto porcentaje de rendimiento, > 83 % on todos los casos, Fl andlisis
de la granulometria v distribucidn de tamafio permitid evidenciar que la fraccidn 16-
20 g5 In que e recupers en un mayvor poreentaje v, por tal motivo, fue la seleccionada

para la realizacion de todos los ensavos,

Las propiedades reoldgicas o de Muje de los materiales particulados Giene una
importancia critica, en el drea de s tecnologia farmacéutica, tanto para su procesado
durante la claboracion de formas farmacéuticas solidas, al como es ¢l caso de las
capsulas, como asi también para el aseguramiento de calidad correspondiente. Los
estudios de fluidez de los materiales particulados permiten conocer, de forma
cuantitativa, las modificaciones que se presentan en las propiedades de flujo, como
consecuencia de la incorporacion de componenies no terapéulicos o excipientes en cl
proceso de produccion y, de este modo, orientan el disefio de particulas sélidas con
optimas propicdades reologicas. En este sentido, que los materiales particulados
presenten buena fluidez, permite asegurar un llenado uniforme de las unidades de
dosificacion ¥ una adecuada uniformidad de peso (Vila Jato, 19497).

Las densidades Spux ¥ Oup, ¥ su relaciin, el dngulo de repose v el IC % son
pardmetros reologicos que se encuentran intimamente relacionados con la Awder de

los materiales particulados,

Para comparar las propiedades de flujo de diferentes solidos particulados, una
prucha sencilla consiste en determinar |a dpyy ¥ Syp. 4 partic de las cuales se pueden
obtener los IC %% v el CH, fal como s¢ describid en las Ecusciones 4.1 v 4.2, En ¢l
caso del 1C %, la interpretacidn de los resultados oblenidos se realizd de acuerdo al
detalle de la Tabla 4.7. Complementariamente, el CH se interpreta de acuerdo a su
valor ¥, a partir de éste, se considera un Mo aceptable cuando éste es inferior a 1,25;
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mientras que valores superiores a este limile indican que el flujo es inadecuado. En el
caso de que el CH se encuentre comprendido entre 1,25 v 1,5; las propiedades de
Aujo de las particulas pueden ser mejoradas por el agregado de un deslizante.

Tabla 4.7, El indice de Carr (1T %) coma indicador de fluo de sdlidos particulados
{Stanifarth, 2002)

Tipo de Mujo

5-12 Excelente
12-16 Bueno
15 -21 Aceptable®
23-35 Malo*
33-38 Muy malo

=) Extremadamente malo

¥ Puede ser mejorado con deslizantes

Oitro pardmetro que permite ¢l analisis de las propiedades de flujo de los sélidos
es el angulo de reposo (8), Cuando un polvo se deja caer a través de un orificio v
sohre una superficie plana, ¢l dnico factor que lo afecta es la gravedad, éste tiende a
formar un monticulo conico con una limitacion: el dngulo formado con la horizontal
no puede superar determinado valor v esto es lo que se conoce como angulo de
reposo (B3). 51 en algin momento las particulas que caen guedan por fuera de este
limite angular, se deslizaran por la superficic advacente, por efecto de la gravedad,
hasta que la fuerza de gravitacidn se equilibre con la friccidn producida por las
fuerzas entre particulas, Por consiguiente, existe una relacidn empirica entre ¢l B y la
capacidad de flujo de que presentan lo silidos particulados. En este caso, la
interpretacion de los resullados obtenidos se realied de acverdo al detalle de la Tabla
4.8,

Tabla 4.8, El dngulo de reposo como indicador de laz propiedades de flujo de los sélldos
particulados (Staniforih, 2002]

<20 Excelente
20— 30 Bueno
30 - 34 Aceptable®
=4l Extremadamente malo

* Puede ser mejorado con deslizantes

Por lo expuesto y tal como puede observar en la Tabla 4.2, las multiparticulas
obtenidas presentarcn valores de IC % en el rango de 2-7 %, valores de CH
comprendidos entre 1,02—1,07 v © en dngulos de 28" — 37 En conjunto, los
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resuliados del andlisis reoldgico permiten inferir que las multiparticulas obtenidas
presentan adecuadas propiedades reologicas. lo cual resulta de gran utilidad al
momento de formularlas en unidades de dosificacion maltiples, bajo la forma de
cdipsulas o comprimidos (Staniforth, 2002; Yila Jato, 1997).

La interaccion de las multiparticulas con los fluidos o soluciones ¢s materia
ingludible. Es comocido que un solvente, al penetrar ¥ mojar las cadenas de un
polimers, por el cual ftiene afinidad, genera una reduccion de la Te del material
polimérico lo gue favorece la movilidad de las cadenas v el ingreso masivo de
cantidades de solvente, con la consecuente relajacion ¥ disolucion'dispersion del
polimera (Martin, 1993

Las propiedades de liberacion de los F desde los sistemas, el sitio en donde
ocurrird, la disponibilidad del F v su potencial degradacidn o irritabilidad de las
mucosas, asi como la bioadhesion del sistema, dependen en primera instancia, de la
mojabilidad del sélido v la velocidad de conversidn del s6lido a una dispersitn-
hidrogel, Esto se encuentra intimamente relacionado con su capacidad para capturar o
sorber fluidos, El andlizis de las multiparticulas de CIPE obtenidos en medio acuoso
fue evaluado frente a lo captura de agua y de solucion pastrica simulada sin enzimas
de pH 1.2. En la Figura 4.6 se puede observar que el sistema EuB-Eul -BZ* presenta
una muy rdpida capturs de fluidos en comparacion con bos ofros sistemas constituidos
por polimetarilatos, inclusive mayor que la del sistema formado por polisacaridos. Mo
se observan marcadas diferencias del medio de sorcidn en la velocidad de captum por
parte de los CIPE constituidos por los Evdragit™. Sin embargo, en el sistema Chi=-AA-
BZ" se observa una rdpida caplura inicial de solucion ghstrica simulada sin enzimas
de pHl 1,2, gue es aproximadamente el doble de la cantidad de agua que captura a los
mismos tiempos. Este resultedo podrian explicarse al considerar las propiedades
fisicoguimicas de los PE v la erodibilidad o gelificacion de las particulas durante ¢l

prociese de sorcidn,

Los resultados de sorcidn de fluidos se encoentran en relacidn con las propiedades
de liberacidn del BZ, debido a que la secuencia de eventos que conducen a la
liberacidn del F se inicia con ¢l mojado o hinchamiente de las particulas, lo cual
puede dar lugar a la formacidn de capa gel alrededor de &stas. En esta capa hidrogel
sc rompen las uniones idnicas, con la consecuente difusion de las mobéculas del F
hacia el medio de disolucion por medio de un gradiente de concemtracion.
Alternativamente, se puede producir 1a erosion de las particulas, o que provoca quoe

el sistemas, en particular los polimeros, se relajen o disuelvan/dispersen en el medio
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de disolucién, donde luego tendrd lugar la liberacion y disolucion del F (Ramirez-
Rigo et al., 2006).

El andlisis cinético de los perfiles de liberacion mediante modelos matemdticos,
permite realizar una aproximaciin de los mecanismos involucrados en el proceso de
liberacion de los F desde ¢l sistema que los contiene. Dado gue no existe un modelo
que cubra todos los procesos fsicos ¥ quimicos que pueden ocurrir en las distintos
sistemas, resulta necesario evaluar cada sistema en particular (Fu & Kao, 2010,
Siepmann & Siepmann, 2008). En consccuencia, son varios l0s mecanismos gue
pucden estar involucrados en la liberacion de F desde determinados sistemas, tales
como difusion, hinchamicnto o erosidn,

El modelo matemdtico méds sencillo, propuesto por Higuchi, describe que la
liberacidn de los F desde numercsos tipos de sistemas estd gobemada por la difusién
de ¢ste, ko cual sigue las leves de Fick. Un modelo mas amplio, fue el propuesto por
Peppas, a partir del cual e puede infernr la constante de liberacion (k) de un F desde
determinado sistema v determinar los mecanismos involucrados en su liberacidn. En
este sentido, el analisis del valor de “n™ permite realizar una aproximacion para la
interpretacion de los mecanismos de liberacion gue operan durante el proceso. Este
models propone: a) 51 n es jpual a la unidad (n = 1), [a velocidad de liberacion es
independiente del hempo, por lo tanto la cinética de liberacion es de orden cero y el
paso limitante seria la relajacion de las macromoléculas por sorcion de agua v la
consecuente disolucidn del F; b) si n es igual a 0.5 (o se halla aproximadamente entre
0,45 v 0,50) la fraccion liberada se aproxima a la raiz cuadrda del tiempo y, por lo
tanto, la liberacidn estaria controlada por la difusion del maco a través de la red
polimérica, es decir, se trataria de una cinética fickiana v ¢ si se obliene 0,50 < n < |,
habria aporte de diferentes procesos, difusidn, disolucidn, relajacion, hinchamiento,
erosidn, disociacion de pares idnicos, entre olros; o gue s& conoce Gcomo
comporiamiente andmalo o no fckiano (Costa & Lobo, 2000; Fu & Kao, 20110,
Siepmann & Siepmann, 2008),

Como se¢ puede observar en la Tabla 4.4 la liberacion de BZ en agua desde los
CIPE ajusta adecuadamente al modelo de Higuchi, bo que indicaria que el mecanismo
preponderante en la liberacidon es la difusion. Esto se corresponde con el ajuste
realizado de acverdo al modelo de Peppas, en donde ¢l valor de “n™ se encuentra
comprendido entre 0,48 y 0,57, lo que indicaria que, ademds de la difusidn, que es ¢l
mecanismo preponderante, exisien olros mecanismos gue gobieman la liberacion de

B, como puede ser la erosion del sistema v la relajacion de las cadenas de los PE. En
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el caso de Ia liberacion en NaCl 0,9 %, también se observa un ajusic adecuado pars
ambos modelos, lo que indicaria gue el mecanismo preponderante es de tipo fickiano;
no obstante, el analisis del valor de “n” de acuerdo con el modelo de Peppas. se
encuentra ¢n algunos casos comprendido entre 0,29 v 0,36, lo cual evidencia que [a

difusian no es el anico mecanismo involucrado (Costa & Lobo, 2001,

A modo esquematico, en la Figura 4.29 s¢ presenta la secuencia de eventos gue
puede tener lugar dusante ¢l proceso de liberscion de un F. En numerosos sistemas
gstos procesos de liberacidn pueden ocurrir de manera simultanea, por o gue se
ohservan perfiles de liberacidn andmalos que responden a la sumatoria de todos Tos
procesos involucrados ¥, en consecuencin, no responden a un tipo particular de

cinética de liberacion (Costa & Lobo, 20010 ; Grassi & Grassi, 2014).

Todos los perfiles de liberacion de BY, los cuales se presentan en las Figuras 4.8 a
4.12, permiten evidenciar que ¢l medio de interaccidn al momento de obtener los
CIPE influencia sus propiedades de hiberacidn. En este sentido, se observa que los
sistemnas obtenidos en agua presentan diferentes perfiles de liberacidn las cuales
depemden de las propedades Nsicogquimicas de los PE que componen ¢l CIPE; en
tanio gue, los sistemas obtemdos en la mescla hidroalcohdlica presentan menores
diferencias enire sus perfiles de liberscion. El andlisis cualitativoe mediante o
inspeccion visual de las particulas, luego de transcurmndo el ensayo, evidencio que
tuve lugar un proceso de crosion del sistema v la formacion de capa gel, la cual fue
vanable v dependicnie de la composicion del CIPE. Esta observacion se cormesponde
con los mecanismos preponderantes que fueron determinados mediante @l analisis
cinético de los perfiles de liberacion,

Especificamente, los CIPE obienidos con los polimetacrilatos presentaron ung
marcada erodibilidad de las particulas, en comparacidn con los sistemas a base de
polisscdndos, en los cuabes, ademds de Is erosidn de las particulas, s¢ observds la
formacion de una extensa capa gel, la cual actia como moduladora de la liberacicn
del BZ, por un mecanismo preponderantemente difusivo (Costa & Lobo, 2001; Grassi
& Grassi, 2014; Munday & Cox, 2000; Zuleger & Lippold, 2001). Por su parte, el
andlisis de la influencia del tamafo de particula en los perfiles de liberacidn permitio
evidenciar que no hay marcadas diferencias entre los diferentes tamafios de particulas
evaluados y las propiedades de liberacidon de BZ., El leve incremento en la velocidad
de liberacion, sc debe a la reduccitn del tamafio de particula que permite que una
mayor superficie de ésta quede expuesta al medio de disolucion v, en consecuencia, el
F se libera mas rapidamente (Vila Jato, 1997),
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Figara 4.29. Sccuencia de eventos gee ocurren duramte la liberacion de un F desde las CIPE,
hueper de ponerse en contacto con fuidos Gaoldgcos.

Una particularidad cn los perfiles de hiberacion, se observd en el sistema Euk-
Eul-BZ®, el cual presentd una disolucidn muy rdpida de BZ (Administracion
Macional de Medicamentos Alimentos v Tecnologia Médwea, 2009) en el medio HCI
0,1 M, correspondiente a las 2 primeras horas de ensavo utilizando ¢l Méwndo A-USP
(USP33-NF28, 2010). Las caracteristicas peculiares cxhibidas por este sistema,
motivé el estodio de sistemas multiparticulados compuestos por dos CIPE con
diferente comportamiento de liberacion de BZ, en los cunles uno de éstos fue el
sistema BEuB-Eul -BZ°, dadas sus propiedades de muy ripida velocidad de disolucidn,
en combinscidn con olre CIPE en donde a liberacidn de BZ se presentara en forma
modulada. EI andlisis de estos perfiles, permitid evidenciar que el comporiamiento de
liberacidn de BE se corresponde con la sumatoria de evenios v con el aporte de los
CIPE mwvolucrados, Esta evaluscion se constifuve eén una valiosa herramienia, ya que
permitiria la administracion de una dosis de staque de BZ v luego una liberacion
controlada en el tiempao.

For su pare, los complejos PE-CMP se obtuvieron con buen porcentaje de
rendimicnto, > 70 % ¥, en estos sistemas, la influencia del PE en ol medio de
interaccion ulilizade condiciond la metodologha de obiencidn de los complejos. Pudo
phservarse que en medio etandlico, los polimetacrilalos se presentan con un
comporiamiento diferenciado si se lo compara con la preparacion de los CIPE.



Duranic ¢l procese de oblencion de los complejos binarios, la pasta semisolida
formada se presentd untwosa v chiclosa, lo gue requirid de una permancnte
manipulacion del sistema para evitar o reducir ln adherencia al monero, En particular,
el complejo EuFS-CMPs;, una vez seco se presentd como un solido gomoso, el cual
fue muy dificil de manipular, o que s¢ atribuyd a la baja Ty del compleje molecular
entre EuFS v CMP. Por este motivo, se decidié aplicar la metodologia de la
criomolicnda para reducir el material a polve (Hemdndez-Torres, Rodriguez-
Gonzalez, Gonzdler-Gonzalez, & Vizguez-Rodriguez, 2014).

La comparacion de los perfiles de liberacion de CMP desde los complejos binarios
evidencia, de forma notoria, la influencia del medio de disolucion. Como puede
observarse al comparar los perfiles de las Figuras 4.22-24, la hberacion de CMP es
muy lenta y controlada en medio acuoso. En tanto que, cuando ¢l medio de liberacidn
g5 MaCl 0,9%, éstc promucve la liberacion de CMP v se observa un incremento ¢n la
velocidad de liberacion, que e atribuye al intercambio idnico entre la CMP v los
iones pequefios (clectrolitos) presentes en el medio salino {Jimenes-Kairuz et al.
2002: Quinteros et al., 2012; Ramirez-Rigo et al., 2006). Por su parte, la liberacidn
que simula el pasaje del sistema por el TGI (Méodo A-LISP) evidencia una marcada
influencia del cambio de medio en la liberacion de CMP, Ia cual se ve dristicamenie
aumentads a partir de las 2 h del ensayo. Contruriamente, el complejo AALMP
presenta una liberacion inmediata de CMP (-85 % en 30 min) y no presenta marcadas
diferencias al cambiar ¢l medio de liberacion. Esta propiedad puede ser aprovechada
en ¢l disefio de sistemas multiparticulados que combinen complejos con perfiles de
Iiberacion de CMP diferenciados, Tal como ¢ estedid con los CIPE cargados con
BZ, en este caso, se podria combinar ¢l sisterma AA-CMP5, con otro complejo binario
que presente una liberacidn controlada de CMP. Asimismo, se podria realizar el
disefio de sistemas que combinen dosis apropiadas de BY. v CMP, contenidas en una
anica unedad de dosificacion, que presenten perfiles de liberacion dpiimos para cada
F v que puedan ser utilizados en estudios preclinicos v clinicos,

En cuanto a la camcterizacion fisicoquimica de los sistemas portadores, las
técnicas utilizadas fueron difraccidn de Rx de polvos, microscopia v espectroscopia
FT-IR, dadas las potencialidades que cada una de éstas tienc a momento de
caracterizar los solidos farmacéuticos.

En general bos solidos pueden ser cristalinos o amorfos (o una combinacion de
ambos) v la difraccion de Bx de polvos es el método no destructivo mdas importante
para distinguir fases solidas de compuestos de distinta estructura cristaling. lo que
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hace de ésta una herramienta habitual de trabajo para caracterizar diferentes sistemas

en diversas disciplinas cientificas v tecnologicas.

Los rayos X experimentan procesos de difraccion en los cristales por tener
longitudes de onda del mismo orden de magnitud que las distancias interatomicas de
las redes cristalinas. El fendomeno de la difraccion es, esencialmente, un proceso de
dispersion de Tas radiaciones electromagnéticas por un conjunto de dtomos dispuestos
regularmente en el espacio, lo que produce interferencias constructivas de ondas que
estin en fase (Bermidez-Polonio, 1981),

En particular, los solidos cristalinos son aquellos en los cuales las moléculas estin
ordenadas de manera definida v ese orden se repite una v otra vez en todo el cristal,
Una propiedad caracteristica de los cristales es que tienen un punto de fusidn
definido, que es la temperatura a la cual la estructura cristaling se destruye debido a
que las moléculas adguieren la energia suficiente para superar las fuerzas de atraccidn
que mantienen al cristal unido, Por el contrario, en los sdlidos amorfos, las moléculas
no se agrupan eén forma ondenada v repetitiva. En consecuencia, al no existir una red
cristalina que romper, no presentan punto de fusion definido. Sin embargo, los solidos
amorfos tienen una temperatura caracteristica que es la temporatura de transicidn
vitrea {Buckion, 2004},

Los materiales poliméricos estdn formados por macromoléculas flexibles, v en
estado s0lido, es extremadamente dificil que se alineen perfectamente para formar
cristmles. En peneral, presentan un patron de diffaceidn caracteristico de un sahido
amorfo con assencia de picos de difraccion bien definidos v la temperatura de

transicion vitrea en éstos puede utilizarse como una ceracteristica distintiva.

Por lo expuesto, se enbiende que cualquier sustancia cristaline produce un
difractograma de Rx caracteristico. En muestras constituidas por una mezcla de
diferentes compuesios, el difractograma correspondiente manifestard la suma de los
patrones de difraccion de cada uno de éstos (huella dactilar de [a fase crisialina). Por
gsle motivo, para obtener evidencias de la formacion de un complejo idnico, se
comparan los diagramas de los complejos v de las mezclas fisicas correspondientes,
Lo descripto anteriormente ha sido de pran importancia en nueestro grupe de
investigacion y existen antecedentes de que, por interaccion quimica de un F
cristaling con un PE. se obtiene un material amorfo (Buckton, 2004; Jimenez-Kairue
ct al., 2002; Ramirez-Rigo ct al., 2006).
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Tal como s ha descripto, BZ vy CMP son sHlidos cristalinos v oen los
difractogramas de estos se observan picos agudos camacteristicos. Por su pare, el
andlisis por difraccitn de Rx de polvo de los PE seleccionados, permitit evidenciar

que éstos son amortos (ausencia de picos de cristalinidad en los difractogramas).

En ¢l andlisis por difraccion de Rx de los CIPE se evidencid que los sistemas
obtenidos, independientemente del medio de inlersccion, presentan los picos de
cristalinidad de BZ, lo que indica la presencia de BZ libre en los CIPE. Ademis, no
s¢ observaron marcadas diferencias en los difractrogramas de los CIPE v las mezclas
flsicas (Figura 4.18 v 4.19). Estos resullados s¢ presentaron en concordancia con las
imigenes obtenidas mediante microscopia confocal, en donde se pudo evidenciar, en
todos log easos, la presencia de B fibre en la superficie de las perticulas (Figuras
4,13-4.17).

Por el contrario, en los complejos PE-CMP, no se observaron los picos de
cristalinidad de CMP neutra, es decir, no se pudo reconocer en los difractogramas de
los complejos la presencia de la estructura eristaling de CMP, lo que indicaria que
ésta se encuentra interaccionamndo con el PE portador v no habria CMP libre cn cl
sdlido, Por su parte, el andlisis de los difractogramas de [as MF, permite evidenciar
algunos picos de cristalimidad de CMP, lo que da coenta de que ] F se encuentra libre
en estos casos, lo cual se explica por la ausencia de un medio gue promueva la

imteraccion (Figura 4.25) (Jimenere-Kairuz et al., 2002, Ramirez-Rigo ct al., 2006).

Complementariamente, ¢l andlisis microscdpico de los complejos PE-CMP y de
las mezclas fisicas correspondientes, confirmd la presencia de CMP libre en las
mezclas fisicas, lo cual se puso de manifiesto por la observacion del fendmeno de
birrefringencia frente a la luz polarizada, el cual no se observd en los complejos
{Figura 4.26) (Baron, 2001).

Por otra parte, la espectroscopia FT-IR, tradicionalmente, ha sido utilizada para
identificacion de compuestos orginicos, debido a que no existen dos compuesios que
absorban exactamente en las mismas Trecuencias, Ademds, es considerada la téonica
de primera cleccion para confirmar la existencia de unsdn ibnica entre PE v F, cuando
seoencuentran en forma solda, debido a que permite deducir informacidn estruciural
deel material analizado v provee informacion sobre el estado de gropos dcidos o
basicos con capacidad de jonizarse (Streitwieser & Contin, 197%). Las
potencialidades descriptas para esta téenica han sido explotadas en nuestro de

investigacion con ¢l fin de poder evidenciar el tipo de interaccion existente entre los

—  aghnm 140



—==—

PE v los F. en particular, cuando ésta es de tipo ionica (Gueman et al., 2012;
Ramirez-Rigo et al., 2006).

En lo que respecta a la espectroscopia infrarroja andlisis de los espectros FT-IR
obienidos, se centrd en las sciales correspondientes a los grupos C=0 del -COOH v
del COMY de los PE anidnicos, ¥ en los grupos aming libre v protonado del PE
cationico, Debido a que BZ no presenta en su estructura quimica grupos plausibles de
ser wonizedos, el andlisis de Ins bandas de absorcion estuvo focalizado en la bisgueds
de diferencias en los espectros de los PE en comparacidn con los CIPE y las
respectivas merclas fisicas. Se pudo observar que, los CIPE obtenidos en los dos
medios presentan espectros similares, los cuales son diferentes a los de las MF
(Figura 4.20:21}). El andlisis de los espectros permitid evidenciar cambios en las
sefiales correspondientes al C=0 del COOH y COOF del PE anidnico ¥ al grupo
dimetlaminoetilmetacrilato del EuE o N-H del Chi. Estos cambios en las bandas
sugeririan que se produce una interaccion entre los PE involucrados en el CIPE vy que
ésta puede ser de caracteristicas ionicas, Resuliados similares obtuvo Moustafine
(2005) cuando analizd la interaccion entre EuE y Eul.. En particular, para el complejo
constituido por los polisaciridos, la sefial que se observa entre 3750 v 3500 em’”’, que
corresponde a las sefiales N-H v OH del Chi, podria indicar que el corimiento que se
produce en esa region, cuando se comprara la MF y el CIPE, se debe a una
interaccion por puente hidrdgeno entre los grupo del Chi v los del AA, que se
observan en ambos CIPE, pero no en la MF.

Por su parte, para los complejos PE-CMP los cambios observados cntre los
especiros de las MF y de los complejos binarios, sugicren que la interaccion entre el
PE y la CMP es de tipo idnice, ya que se¢ observan comimientos en la frecoencia
de absorcion cormespondiente U=0 del —COCY del PE en los complejos, los cuales no
s¢ obhservan ¢n la MF commespondiente (Figura 4.27). Resultados similares se han
observado para diferemtes complejos  binarios, tales como  Carbomer-atenolol
(Jimenez-Kairuz et al., 2005), AA-atenolol, AA-metoclopraminag v AA-propranolol
(Ramirez-Rigo et al., 2006).

En este sentido, la caracterizacion fisicoguimica de los sistemas portadores sugiere
la interaccion entre los PE que forman el CIPE o bien entre el PE v CMP en el caso

de los complejos binarios.

En el conjunte de los resultados obtenidos, resulta interesante hacer un andlisis
desde la perspectiva de disefo de potenciales formulaciones a partir de estos sistemas.
Es un hecho conocido que la utilizacion de materiales portadores produce una
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dilucidn de la dosis a administrar de un determinado F y, en consecuencia, la
presencia del portador incrementa la cantided de material que contiene la dosis
necesaria de F. Para ¢l disedo de formas farmacéuticas silidas, la dosis de F debe
gstar contenida en una masa final < lg (Allen & Ansel, 2013). 5i sc considera la
dosis diaria de BZ, de 104 mg, dado que la relacion entre la proporcidn de CIPE y BZ
es 121 p/p, seria necesaria una masa final de 200 mg de sistema para contener Ta dosis
necesaria. Siose piensa en el agregado de excipientes pam el desarrollo de la
formulacidn, se cuenta con un amplio margen hasta aleanzar el limite de masa de | g,

I cual ez altamente adecuado,

Otro punto interesanie a destacar, ¢s que ¢l acomplejamicnto entre los CIPE
cargados con BZ, o bien, entre los PE v CMP, silo afecta a la fase biofarmaceutica de
la accidn medicamentosa, es decir, los eventos preabsortivos, dado que el sistema
libern el F gue contiene, porque la interaccidn que se establece es reversible. Esto
implica que, luego de la administracion por via per-oral, la liberacion del F precede el
proceso de absorcion ¥ no se genere modificacion alguna en su estrsctura quimica
(Romafiuk et al, 2009) Ademas, como se ha mencionado, los PE wtilizados se
encuentran aprobados por los organismos sanitarios de referencia para su uso en

humanos v son ampliamente wtilizados para esta via de administracion.

En consecuencia, la potencial aprobacion samitaria. para el uso en clinica, de
formulaciones innovadoras que pudieran desarrollarse o partir de estos sistemnas,
implicarian procesos mas cortos, menos costosos y mids factbles, gue aquellas
propuestas que devengan del uso de un nuevo denivedo o un nuevo excipicnte
{Tetzlaft et al,, 2012).

Desde una perspectiva tecnologica, son numerosas |as estrategias farmacolécnicas
que permiten optimizar of desempefio de un F, sin generar modificaciones en su
estructura quimica. Una de las ventajas que presentan los materiales desarrollados en
esta tesis, se vinculan con la simplicidad de su metodologia de obtencion y la
posibifidad de desarrollar formulaciones silidas multiparticuladas. En este sentido,
éstas pueden ser obtenidas mediante la utilizacidn de egquipamientos de uso frecuente
en la industria farmacéutica, o que ademds, resulta conveniente desde un enfogque

SCOMMTIGD,

Fadiaa |40



4.7. Conclusiones parciales

Los sistemas portadores de BLZ y CMP obilenidos presentaron adecuadas
propiedades farmacotécnicas y biofarmacéwticas.

En lo que respecta a los CIPE cargados con BZ se puede establecer que se
optimizd una metodologia de obtencidn de las multiparticulas, la cual fue simple y
reproducible, a la vez gue permitio obtenerlas con un alto porcentaje de rendimiento y
con tamafio de particulas inferiores a | mm, y esta metodologia podria ser escalable
para producirlas en mavor escala. Las propiedades reologicas exhibidas hacen de
éstos sistemas, materiales adecuados para ser formulados en capsulas, con la
potencialidad de combinar diferentes CIPE para permitir una dosis de ataque de B v
luego una liberacion controlada en el tiempo, ya que, dependiendo de la composicidn
idel CIPE v del medio de imteraccion utilizado para su desarrollo, las propiedades de
liberacidn de BZ son diferentes,

En lo que respecia a los sistemas portadores de CMP, éstos fueron obtenidos
basados en la plataforma PE-F desarrollada en neestro grupo de investigacion. Los
complejos PE-CMP presentan caracteristicas de silidos amorfos v su andlisis
fisicoguimico permite inferir la ausencia de CMP libre, lo que indicaria que todo el F
forma parte del complejo v que la interaccion entre los PE v CMP es de caracter
electrostitico, Los perfiles de liberacion permiten establecer que CMP se libera
mayoritariamente en forma lenta y controlada, con influencia del medio de liberacidn
y del PE presente en la composicion del complejo. Los sistemas PE-CMP se
comportan como sistemas inteligentes v de reservorio de CMP, que son capaces de
liberarla en presencia de wones en el medio, lo cual se ve promovido por un

mecanismo de intercambio idaico.

En resumen, los sistemas portadores de BZ y CMP presentan ventajas
farmacoterapéuticas y, de esta manera, se constituyen en altemativas superadoras que
podrian ser utilizadas para optimizar el tratamiento de la enfermedad de Chagas
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CAPITULO 5

ESTUDIOS IN VIVO DE EFICACIAY
SEGURIDAD




Capitulo 5:
Estudios in vivo de eficaciay
seguridad

El presente capitulo se encuentra estructurado en dos partes, con el objetivo de
presentar los resullados de un modo tal que respondan & la logica con la cual se han
planteado los diferentes disefios experimentales ¥ con la secuencia en la cual se han

llevado a cabo fos distintos estudios.

La parte | versa sobre el estudio in wive de la combimacion de BZ y CMP como F
inpanccidas. En este sentido, se evalud, sobre la base de un disefio racional de
investigacion, la combinacién de estos F para el tratamicnto de la enfermedad de
Chagas, en un modelo murino de infeceidn por T cruzl. Estos resultados, permitieron
establecer las dosis optimas de combinacion de los F iripanocidas que presentan

eficacia terapéutica y mayor segundad.

La parte 11 versa sobre ¢l estudio de los sistemas portadores de BZ y CMP, para lo
cual, s¢ utilizaron los conocimientos generados en la parte [ del presente capitalo y
los resultados presentados en el capitulo 4, en el cual se desamrollo en detalle la forma
de obtencion v la caracterizacidn de los sistemas portadores de BZ v CMP,

La intreduccion gue s& presenta a continuacion es, en términos generales, comin a
ambas partes, debido a que enfatiza la importancia de abordar la farmacoterapia de la
enfermedad de Chagas, sobre la base del estudio de la alianza de F que presenten
diferentes mecanismos de accion. Los aspectos relativos al marco fedrico e
introductorio en lo que refiere a los sistemas de liberacidn modificada (SLM), fueron
presentados en el capitulo 4.

Cabe destacar que estos ensayos fueron realizados en colaboracion con la Dra.
Pilar Aoki, el Dr. Micolis Ponce v la Biog. Liliana Sanmarco, del Centro de
Investigaciones en Bioguimica Clinica e Inmunologia (CIBICT)-CONICET vy
Departamento  de Biogquimica Clinica de la Facultad de Ciencias Quimicas,
Urmiversidad Macional de Cordoba, Cordoba, Argenting. Los  esmdios
electrocardiogrificos de los animales de experimentacion fucron realizados en
colaboracion con el Dr. Walter Rivaroda del Centro de Estudios ¢ Investigacion de la
Enfermedad de Chagas vy Leishmaniasis de la Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de Chrdoba, Cordoba, Argentina.
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5.1, Introduccion

La enfermedad de Choagas es uwna condicion compleja  resultante  del
establecimiento exitoso del T cruzi en los tejidos clave del huésped. Tal como se
describid previamente, sc desarrolla a partir de una fasce aguda inicial que pecde durar
2 0 3 meses ¥ se caracteriza por la presencia de pardsitos circulantes detectables en
sangre {Aoki et al, 2012; Coura & Borges-Pereira, 2012; Fass, Rassi, & Mann-Neto,
2010). Luego, la infeccion puede evolucionar hacia la fase cronica v sin un
tratamiento adecundo, puede durar toda la vida. Muchos afios o incluso décadas
después de la infeccion inicial, aproximadamente el 30 o 40% de los individuos
infectados inicialmente desarrollan la fase cronica inflamatoria, la cual afecta
principalmente al tgjido cardiaco (Coura & Borges-Pereira, 2002; Lo Presn et al.,
2000 5: Rassi et al, 200100 La miocanditis chagisica es la forma mas comin de
cardiomiopania no isquémica en el mundo v la manifestacidn mas expresiva de la
enfermedad de Chagas, debido a su frecuencin v severidad. A lo cual se suman las
fallas en el diagnostico temprano vy en el tratamiento de la enfermedad (Coura &
Baorges-Percira, 2002).

A pesar de su larga histona en el tratamiento de la enfermedad de Chagas, NFX y
BZ inducen frecuentes efectos adversos, especialmente en adultos, El principal efecto
adverso de BY es la intolerancia hepitica o hepatotoxicidad, usualimente
concomitante con reacciones de hipersensibilidad, al comienze del iralamiento,
toxicidad medular ¥ neuropatias periféncas, al final del ratamiento (Castro & Digr de
Toranzo, 1988; Davies et al., 2014; Maya et al., 2007; Rojo et al., 2014).

En este contexto, debido a la alta mcidencia de efecios adversos asociados con el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, la quimioterapia con agenles tipanocidas
conlinda siendo insatisfactona, debido a las significativas imitaciones de los F
actualmente disponibles y los maltiples efectos adversos que se presentan. Esto |
frecucntemente, resulta en situaciones de incumplimicnto del esquema terapéutico a
large plazo, particularmente, en el tratamiento de los pacientes cromicos {Coura &
Borges-Pereira, 200 2; Lo Presti ef al., 2005) .

Ademds, es relevante destacar que la terapia con ambos F tripanccidas, NFX y BZ,
no se enceentra completamente validada en la medicing basada en evidencia, Fstos F
son utilizados para el tratamiento, pero no estan completamente recomendados por [a
US Food and Dmg Administration de Estados Unidos o la Agencia Furopea de
Medicamentos (Rassi et al, 2010). [diversos reportes accrca de la toxicidad



diferencial de ambos F son controvertidos; sin embargo, se propone que BZ es
usualmente mejor tolerade que NEX (Rassi et al., 2010, BEojo et al., 2004).

El reciente estudio multicénirico, Benzmidozole evaluation for infervurmpiing
Trypanosomigsiy (BENEFIT), ha revelado resultados desalentadores luego de un
seguimiento por 5 afios de 2854 pacientes con cardiopatia chagasica bien
documentada, tratados con BZ o placebo randomizadamente (o a doble ciego)
(Morillo et al,, 20135), 5i bien el tratamiento de pacientes cromicos redujo
gignificativamente los pardsitos en sangre, no se redojo en forma significativa el
deteriore clindco, m la tasa de mortahidad, en el pericdo estudiado. El estedio
BENEFIT confirma, comparativamente, menores tasas de eliminacion del parasito en
adultos con enfermedad cardiaca, ya que tales pacientes, presumiblemente, han sido
infectados por mavores periodos de tiempo que los nifios o jovenes adultos. En
consecuencia, en la practica, se deberia dar prioridad al diagnistico v tratamiento de
nifios infectados, en los cuales BZ presenta un mejor perfil, con mayores lasas de cura
parasitologica v menores efectos adversos que en los adultos (Maguire, 2015).

Ademas, ante la necesidad de contar con nuevos tratamientios farmacolerapdulicos
gficaces v seguros, ¥ al considerar las potencialidades del efecto smergsta del
tratamiento combinado de BZ y CMP, de acuerdo con los resultados presentados en el
capitulo 3 Estudios in vitre de o combinacidn de 82 v CMP, sc propuso cvaluar in
vivo, en modelos murinos de infeccion con T omuzi, la eficacia v seguridad del
tratamiento combinado de BZ y CMP. Cabe destacar que. para seleccionar las dosis a
utilizar cn los tratamientos, se tuvieron cn cuenta los parimetros farmacocinéticos de
los F (Workman, White, Walton, Owen, & Twentyman, 1984; Yoo, Yoon, Lee, &
Lee, 1999), la volemia de los ratoncs ¥ se realizd una aproximacion alométrica, a

partir de los resultados én vitro obtenidos y presentados en el capilo 3.

PARTE I: ESTUDIO DE BZ Y CMP COMO F TRIPANOCIDAS

5.2, Materiales y Métodos

5.2.1. Materiales
5.2.1.1. Farmacos

Los F utilizados fueton CMP clorhidrato (grado farmacéutico, Parafarm”, Bs As.,
Argentina) y BZ fue extraido y punficado desde los comprimidos comerciales
disponibles (Radanil”, Roche, Argentina).
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5.2.1.2. Reactivios

TRIzol (Gibeo by Life Technology, Japén), isofluorano (Forane®, Abbont,
fraccionado en Argentina), clorhidrato de ketamina (Ketamina® 350, Holliday,
Argentina), formalina buffenizada 4 % {Merck®™, Alemania).

5.2.1.3. Animales

Para los estudios in vive se ulilizaron ratones BALB/c machos de tres meses de
edad v (24 + 3) g de peso corporal, que fueron crindos en el bioterio de la Faculiad de
Ciencias CQuimicas. Los animales tuvieron acceso ad libitem a comida vy agua en
todos los experimentos llevados 8 cabo. Todos los expenmentos y procedimientos
realizados se ajustaron a las exigencias del Comité de etica para uso v cuidado de los
animales de experimentacidn de la Faculiad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Macional de Cordoba (Mamero de aprobacion del Comité de Etica HCD 733/14) en
estricto acuerdo con las recomendaciones de la Guia para wso v cuidado de los
animales de cxperimentacion, publicado por el Consejo Canadiense de cuidado
animal (Guide to the Care and Use of Experimental Animals published by the
Canadian Council on Animal Care, OLAW Assurance number ASS02-01).

5.2.3. Ensavos in vivo en la fase aguda de la infeccion con T. cruzi

Para llevar a cabo los ensayos in vivo en la fase aguda experimental, en primera
instancia se imfectaron los animales con T cruzd, Para esto, los ratones BALB/c
fueron inoculados, por via inraperitoneal, con 107 trypomastigotes de la copa
Tulabuen. Esta forma del pariasito fue obtenida del torrente sanguinco, por puncian
intrecardiaca, de animales previamente infectadoes, durante el pico de parasitemia que
ocuwmre entre el dis 14 a |8 post-infeccidn. Los parisilos se mantuvieron mediante
pases senados de mton a mion. La Figura 5.1 presenta como se lleva a cabo la

iroculacion de parasitos en los ratones.

Figura 5.1, Proceso de inoculacidn de Ins porisitos en los ratones BAL Ric por medio de la
sdministracion intraperitoneal de sangre infectada con T ozt
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Para todos los tratamientos realizados, los F fueron administrados mediante sonda,
por via per-oral, tal como lo mpestra la Figura 5.2 (Momon & Muriana, 2002). El
tratamiento se llevd a cabo disriamente y durante 14 dias, con la primera dosis
admimistrada 24 h post-infeccion, Previo a la administracion de los F, los solidos de
&stos fucron dispersados en agua esterilizada. El volumen de administracion fue 30
pL, en todos los casos.

Los animales fueron divididos en grupos de n=6, de acuerdo con los diferentes
disefios experimentales, tal como se muestra a continuacidn, Cabe destacar que,
ratones po infectados (NI} ¢ infectados ¥ no tratados (INT), fueron wiilizados como
control.

J L
Figura 5.2, Proceso de administracion de los F por via per-oral.

5.2.3.1. Primer disefio experimental

Para llevar a cabo este ensayo, los animales foeron divididos en 10 grupos: NI
INT, infectados v tratados solo con BZ en dosis de 100; 50; 25 ¥ 12,5 mp'kg de peso
corporalidia (BZ 100 mg/kg/dia, BZ 50 mg/kpdia, BZ 25 meg'kg/dia v BZ 125
mekg/dia, respectivamente) ¢ infectados v tratados con BZ en dosiz de 100; 50; 25 y
12.5 mp'kg de peso corporal’dia en combinacion con CMP a dosis fija de 7,5 mg'kg
de peso corporal/dia (BZ 100 + CMP 7.5 mg’kg/dia, BZ 50 + CMP 7,5 mp/kg/dia, BZ
25+ CMP 7.5 mgke/dia y BZ 12,5 + CMP 7.5 mg'kg/dia, respectivamente).

5.2.3.2. Sepundo disefio experimental

Los animales fueron divididos en 7 grupos: NI, INT, infectados v iratados con
CMP ¢n dosis de 12,5; 10; 7,5; 5 v 2.5 me'kg de peso corporal/dia en combinacidn
con BZ a dosis fija de 25 mg'kg de peso corporal/dia (BZ 25 + CMP 12,5 mg/kg/dia,
BZ 25 + CMP 10 mgkg/dia, BZ 25 + CMP 7,5 mgkg/dia, BZ 25 + CMP 5
mgfkg/dia y BZ 25 + CMP 2,5 mg/kg/dia, respectivamente).

En ambos disefios experimentales, los animales fueron sacrificados a los 15 dias
post-infeccion (dpi), s decir, luego de culminar los 14 dias de tratamiento.
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5.2.4, Ensayo in vive en la fase cronica de la infeccion con T. cruzi
(FCI)

Para los ensayos in vive en la fase cronica de la infeccidn experimental, los
animales fueron infectados v tratados de la forma en la que se detallé previamente, en
la seccion 5.2.3. del presente capitulo. Los ratones fucron divididos en los siguientes
grupos: NI, infectados y no tratados (INT-FCI), infectados y tratados solo con BZ en
dosis de 100 mgkg de peso corporal/dia (BZ-FCI) v BZ en dosis de 25 mg'kg de
peso corporal/dia en combinacion ¢on CMP en dosis de 7.5 mgkg de peso
corporal/dia (BZ-CMP-FCT).

Luego de 14 dias de administracion de los F, log animales fueron manienidos en el
botenio de la Faeultad de Ciencias Quimicas v supervisados dianamente, hasia 90

dpi.
5.2.5. Ensayo de hepatotoxicidad in vivo

Los animales fueron divididos en los siguientes grupos: amimales sanos ¥ no
tratados (Control), tratados solo con B en dosis de 100 mg'kg de peso corporal/dia
(BZ-H) v tratados con BZ en dogis de 25 mg'kg de peso corporal/dia en comhbinacian
con CMP en dosiz de 7,5 mg'kg de peso corporaldia (BZ-CMP-H).

Los ratones fueron tratados dianamente y durante 14 dias, Los F fueron
adminisirados medianie sondis por via per-oral (Morton & Muriana, 2002}, tal como
se describid en la seccidn 5.2.3

Para el procesamiento de los amimales se utilizaron diferentes metodologias, de

acuerdo con la descripeidn que sc presenta en fos siguicnices apariados.

5.2.6, Marasitemia y andilisis de la sobrevida de los animales

Para el anmilizis de la parasitemia, los animales foeron anestesiados por wvia
inhalatona con sofluorane ¥ se extrajo sanpre penfénca, por medio de puncion
mtracardiaca, tal como se presenta en las Figuras 53 a) v b), respectivamente, La
sangre fue puesta en contacto con buffer de lisis, durante 10 min ¥ se llevd a cabo el
recucnto de pardsitos en camara de Neubauer, mediante observacion directa en el
microscopio aplice. Los resultados se expresaron como la cantidad de pardsitos por
cada mL sangre en funcion de Ios diferentes tratamientos, Ademais, la sobrevida de

cada grupo de anmmales fue monitoreada dianamente.



Figura 5.3, Procedindento para a) anestesiar a bos ratones oon vapores de isofluorane v b) extracr
sangre perifénca por puncion intracandisea.

5.2.7. Registro de peso de drganos relevantes

Los animales sacrificados foeron sometidos a procedimientos quirtirgicos, Loego
de cortar la tubuladura renal, para permitir la circulacidn de fMuidos, log corazones
fueron perfundides durante 5 min con solucion de buffer fosfato (PBS). Luego, sc
extrajeron los higados, corazones y bazos, y se registro la masa de estos organos. Los
resultados se expresaron como peso de los organos relativo al peso corporal de los

animales.

5.2.8. Marcadores bioguimicos de dano en tejidos

FPara el andlisiz de los marcadores bioguimicos de dafo, se tomaron mucstras de
sangre, las cuales fueron centnfugadas a 2500 r.p.m. durante 5 min y ¢l plasma fue
analizado con el objetivo de determinar la actividad de las enzimas glutamato-
oxalacetato transaminasa (GOT) v glutamato pirovato transaminasa (GPT), las cuales
son biomarcadores de dafio hepdtico (Davies et al, 2014). Por otra parte, se
determind la actividad de las enzimas creatinfosfoquinasa sérica total (CK total) v
creatinfosfogquinasa isoforma MB (CKMB) (isoenzima especifica de miocardio), las
cuales som marcadores de dafio cardiaco (Kindermann et al., 2012} Estos estudios
fucron tercerizados v se¢ realizaron en el Laboratorio Biocon (Cordoba, Argentina).
En el caso de las enzimas hepdticas, algunos resulfados se expresan como el indice
de Ritis (Botros & Sikans, 2013), que comesponde a la relacién (cociente) entre GOT
v GPT. Para las enzimas cardiacas, los resultados se expresan como la relacidn
porcentual entre CKMB v CK tofal (% CKEMB/CK wdal).

5.2.9. Estudios electrocardiograficos (ECG)

Al abordar este punto es necesario recordar que el sistema de conduccion eléctrica
del corazdn se genera en el nodo sinusal (nodo SA), sc propaga v estimula el

miocardio o misculo cardiaco, lo que causa, en consecoencia, la contraccidn del
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coraeOn. Este sisterna de conduccion consiste en una estimulacion coordinada del
miocardio, que permite la contraccion eficaz del corazan y, de ese modo, la sangre se
bombea a todo el cuerpo. El impulso nervioso se genera en el nodo SA, de ahi pasaa
las auriculas, luego llega al nodo auriculoventriculer (nodo A-V) y se distnbuye a los
ventriculos, a través del haz de His v las fibras de Purkinje {Longo, Fauci, Kasper,
Hauser, & Loscalzo, 2011). De esta manera, ¢l ciclo cardiaco so presenta como una
sucesion de ondas en el truzado del ECG: onda P, onda o complejo QRS v onda T,

En la Figura 5.4 sc representa esquemadticamente un corazdn con todos sus igjidos
v |os potenciales de accion que son activados durante ¢l procese de contraccion
cardiaca por la conduccion cléctrica. Se¢ puede observar que la sumatoria de [os
potenciales de accion de cada uno de los procesos que forman parte del sisterna de
conduccion elécirica del corazdn da lugar al ECG, en donde se evidencia el intervalo
PR v QT, va que estos segmentos son claves en el andlisis electrocardiogrifico, Cabe
destacar que, en los animales de experimentacion, estos intervalos son mes acotados,
debido a que éstos presentan una frecuencia cardincay marcadamente mayor gque los

humanos.

Calr i

Figura 54, Repredentaion esquemdtica de los potenciales de accidn registrados en diverses
iejidos cardinens sepin 13 secnencia de activecion v su commelacion con el BOG de superficie. Se
presenian, mbicn, los ejicdos que generan patenciales de aceidn L‘a?'-du:pmdicntca {mddulos SA Y
ANy Ma'-dependientes (auriculss, venriculos v sistema His-Parkmje),

Los EC de los ratones fueron obtenidos con un electrocardidgrafo {Modelo FD-
16 Fukuda Denshi), A 90 dpi, los animales fueron anestesiados por medio de la
administracion intraperitoneal de clochidrato de ketamina, en dosis de 10 mg'kg de
peso corporal. La Figura 5.5 muestra el equipo wtilizado para Hevar a cabo los ECG y
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el sisterma para realizar el registro, El trazado del ECG fue obtenido con seis
electrodos estandar (electrodos dipolares DI, DIT v DI, v electrodos unipolares aVE,

aVL y aVF). El registro se realiznd a 50 mm/'s con una amplitud para dar 1mV/10mm.
Con el objetivo de scguir el progreso de s cardiopatia, los parametros
electrocardiogrificos  evaluados  fueron:  frecuencia  cardiaca  (latidos/min),
modificaciones en la conduccion atnoventricular (intervalo PR profongado) v en fa

conduccian ventricular (intervalo QT prolongado) expresados en ms.

Figura 535, a} Electrocardidgrafo utilizade ¥ sistemn de registro empleads para la realizscidn de
los BCG. b Raton snesteitados, con log electiodos colpcados para realizar ¢l ECG.

5.2.10. Histologia cardiaca e indice de inflamacion

Los corazones obtenidos de los ratones sanos ¢ infectados, tratados ¥ no tratados,
fueron fjados en formaling bufferizada y embebidos en parafing. Se cortaron
secciones de 5 pm de tepdo cardiaco, goe fueron sometidazs a Gincidn con
hematoxilina-cosing (H-E). La inflamacion fue evaluada semicuantitativamente, por
medio de la examinacion de los comes, en un microscopio de baja potencia. El
andlisis se realizd de acuerdo a la distribucion y extendido de las células inflamatorias
(focales, confluentes o difusas) en epicardio v miocardio (1+ para focos inflamatorios
simples, 2+ para focos miltiples o focos no confluentes de infiltrados inflamatonios,
3+ para inflamacién confluente y 4+ para mflamacion difusa extendida a lo largo de
toda la secciim) (Martin, Postan, Lucas, Gress, & Tarleton, 2007; Postan, Bailey,
Devorak, McDaniels, & Pottala, 1987). Adicionalmente, se evaluo el agrandamiento
de las células endoteliales, la presencia de edema perivascular y de fibras miocardicas
interrumpidas o necroticas. La sumatoria numérica de la seccion de cada corazin
analizado representa una estimacion del indice de inflamacion. Todos los cores
fueron observados v fotografiados con un microscopio adosado a una camara
fotografica (Nikon Eclipse TE2000-U con un objetivo de 40X).
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5.2.11. Carga parasitaria en tejido cardiaco

Los corazones de los ratones infectados a 90 dpi v conservados en TRIzol, fueron
procesados para determinar ba carga parasitaria en tejido cardiaco, El ADN gendomico
fue purificado, de ascuerdo con las instrucciones del Tabricante ¥ el protocolo
descripto en el producto TREzol {Thermo Fisher Scientific Products, 201 5).

El ADN satelife de T, cruzi (GenBank AY320036) fue cuantificado mediante la
reaccidn en cadena de la pelimerasa (PCR) en tiempo real, para lo cual se empled una
sonda Tagqman especifica (Custom Tagman Gene Expression  Assay, Applied
Biosystem). Se utilizd el primer ¥ la secuencia de la sonda deseripta por Piron ef af
(Piron et al.,, 2007), Se amplificd una muesira conteniendo 2 pg de AND gendmico,
Este ensayvo fue realizado por iniplicado. La abundancia del ADN satélite del Teonesi
fue normalizada con respecto a la abundancia de la proteina gliceraldeido-3-fosfato
dehidrogensa  (GAPDH) (Tagman Rodent GAPDH Control Reapent, Applhied
Biosystem) y se expresd como unidades arbitrarias.

5.2.12. Anilisis estadistico

S¢ realizd el andlisiz de la significancia estadistica para comparar las diferentes
condiciones experimentales. Para llevar & cabo este andlisiz se asumid distnbuciin
normal de los datos obtenidos. Se realizo la comparacion de las medias (por medio
del rest de t-Srudent de dos colas) y el andlisis de vananza (por medio de ANOVA de
una via) seguido de un pasi-fest de Bonferroni. Para el procesamiento v analisis
estadisticn de los resultados obienidos se utilizd ¢l sofrware GraphPad Prism”. Un

valor de p < 0,05 o inferior fuc considerado significativo y ms denotd que la

diferencia mo fue significativa.

5.3. Resultados
5.3.2. Estudios in vivo de la infeccion por T, cruzi en fase aguda
5.3.2. 1, Primer diseno experimental

Para determinar in wive ¢l efecto de la combinacién entre BZ v CMP, diferentes
grupos de ratones recibicron, dianamente y por via per-oral, dosis variables de BZ,
selo ¥ en combinacion con CMP a dosis fija (7.5 me'kg/dia), durante 14 dias, con el
inicio del tratamiento a las 24 h post-infeccidn, A los ratones infeciados v oo tratados
(INT} se les administro agua por via oral ¥ fueron utilizados como control. Luego de
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15 dpi, los animales fucron sacrificados v s evalud la parasitemia, registro de pesos
de bazos ¥y corazones, relacion de la actividad de CK-MB respecto de CK total en
plaama como biomarcador altamente especifico v sensible para evidenciar dafio o
injuria a mvel cardiaco (Kindermann et al., 2012},

Todos los prupos de animales mostraron una sobrevida del 100 % en las
condiciones evaluadas. En la Figura 5.6 se pueden observar los resultados obtenidos
con relacion a la parasiternia. Sc¢ observo que, tanto la dosis de BZ utilizada
actualmente como referencia cn modelos de ratones chagisicos (100 mg'kg/dia)
(Cencig, Coliel, Truvens, & Carlier, 20012, Strauss ef al., 2013, como la dosis de 50
mg'kg/dia de BZ, fueron eficaces pam anular la parasitemia. En tanto que, BZ en
dosis dc 25 y 12,5 mgkg'dia logra disminur significativamente los mveles de
parasitemia (p < 0,001), comparado con ¢l grupo de animales INT. Sin embargo,
resulto interesante el resultado obtenido con BE en dosis de 25 mpkg/dia combinado
cont CMP en dosis de 7.5 mp'kg'dia, debido a que, en comjunto, estos F anularon la
parasitemin. Ademds, BZ en dosis de 12,5 mg'kg/dia asociado con CMP en dosis de
7.5 mp'kg/dia disminuyo significativamente los niveles de parasitemia (p < 0,001), en

comparacion con la misma dosis de BE administrado solo,
i
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Figura 5.6, Efectos de BE sobo v en combinacwm con CMP a doses fija sobre la parasatenua de los
ratones BALBc infectados. Los astenscos indican diferencia significativa entre los grupos

comparados, eon g 0,000, MO significa que no se detectanon pardsitos cn sangre,

En lo gue refiere al peso del bazo relative al peso corporal, en los animales TNT el
peso relativo de cste Grgano s mayor que en los animales NI (p < 0,001). Ademas, el

fratamicnto con BE en dosis de 100, 50 v 25 mgkg'dia, solo v en combinacidn con
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CMP (7.5 mg/kgidial produce una disminucion del peso refativo del baro, comparado
con el grupo de ratones INT (p < 0,001 ) (Figura 3. 7a}.
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Fignra 5.7, Efecio de BE solo ¥ en combinacion con ChMP & dusis o em bos rtones BALB©
infectades. a) Peso relative del bazo, ***p < 0,000, **p < 001, ¥ ae indics diferencen no
sagnilicabiva. b} Marcenizje relative de eneima CEMB respecto de CK ofal en plasma. Las
diferencias entre bos prupos no fueron significativas. ¢) indice de Ritis. Las diferencias enire los
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Como puede observarse en la Figura 5.7h, la relacion entre los niveles de actividad
de las enzimas CKMB respecto de CK total, no presento diferencias significativas
enire los grupos evaluados (Figura 5.7b). En la misma linea, en la Figura 5.7c se
presenta el indice de Ritis (Botros & Sikans, 2013) y, puede observase que, los
resultados obtenidos, fucron similares en los diferentes grupos de anmmales evaluados.
Estos resultados evidencian que, entre los animales NI, los INT e infectados y
tratados, no se observan diferencias en la actividad enzimitica entre los diferentes
grupos de animales, en las condiciones evaluadas, correspondientes a un modelo

experimental en fase aguda de la infeccion con T, cruzi,
5.3.2.2. Segundo disefio experimental

De acuerdo con los resultados obtenidos en primer disefio experimental, se
propuso llevar a cabo este estudio, en donde la atencidn se centra en evalusr cual es la
minima dosis de CMP, que podria ser empleada en combinacion con BZ, para lograr
eficacia tripanocida y mayor seguridad en la terapia. En este disefio experimental, se
evaluaron los mismos pardmetros que fueron descriptos previamente, Los diferentes
grupos de amimales recibicron BZ a dosis fija de 25 me'ke/dia y dosis variables de
CMP,

Los diferentes grupos de animales exhibieron, en todos los casos, una sobrevida
del 100 %, En la Figura 5.8 s¢ observan los resultados del analisis de parasitemia.
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Figura 5.8, Efectos de BE a dosis fija en combinacian con CMEP 1 dosis variable en el irtamsento

de ratones BALRY infectados sobre los niveles de parasitemia. Los asteriscos indican diferencias

sipnificadivis entre el grupa evilundo v el control de animales TNT (@< 0,000). ND gignifica que
s se debectaron parisitos en sangre,
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Se puede observar que a los 15 dpi, los animales tratados con CMP en dosis de
12,5 10; 7.5 y § mgkg/dia combinada con BZ en dosis de 25 mg/kg/dia presentaron
una parasiternia nula, es decir, s¢ logro la eficacia terapéutica. Adicionalmente, CMP
en dosis de 2.5 mg'kg/dia combinada con BZ cn dosis de 25 mgkg/dia, logrd
disminuir significativamente los niveles de parasitemia (p < 0,001), respecto del

grups de animales INT.

En la Figura 5.% s¢ observa el andlisis del peso relativo de los bazos, Se pueds
cvidenciar que los ratones INT presentaron un marcado meremento del peso relativo
de los baros comparados con los otros grupos, incluodo el los ammales Ml {(p <
0,001 ).

Resulta de relevancia destacar que la relacion entre CKMB v CK total en la
mayoria de los grupos fue similar, excepto en los ratones tratados con BZ en dosis de
25 mg/'kg'dia en combinacion con CMP en dosis de 5 mg'kg/dia que presentaron un
porcentaje marcadamente mavor que e grupo de animales INT (p < 0,05) (Figura
5.9b), Por su parte, el indice de Ritis fue similar en los diferentes grupos de animales
en estudio (Figura 5.9¢).

5.3.3. Estudio in vivo de la infeccion por T, cruzi en [ase cronica

Para determinar el impacto del trotamiento combinade en la fase cronica de la
infeccion (FCL con T, crezd de la copa Tulahuen, se realizo un csiudio a ) dpd, sobre
la baze de los profocolos previamente descriptos,

Al tomar en consideracion los resultados obtenidos en el primer v segundo diseiio
experimental, s¢ selecciond como Optima la combinacion de BZ en dosis de 25
mpke/dia asociado con CMP en dosis de 7.5 me'ke/dia (BZ-CMP-FCT) v se compand
con BE solo a la dosis de referencia (100 mgko'dia) (BZ-FCT). A los 9 dpi, los
amimales, luego de ser sacrificados, fueron sometidos o una bateria de ensavos. Se
realizd PCR en tiempo real para detorminar carga parasitaria en tojido cardiaco,
registro de peso de corazones, andlisis de las caracteristicas electrocardiograficas,
analisis de la histologia cardiaca ¢ indice de inflamacion ¥ determinacion de la
actividad de biomarcadores de dafio cardiaco.
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Figura 5.9, Efectos de B a dosis fija en combinacién con CMP & dosis vaniahle sehre los ratones
BALB/c. 2) Peso refativo del bazo. Los asteriscos indican diferencia significativa entre los grupos
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comparados (p < 0,05), €) Indice de Ritis, Lag diferencias entre los grapos so fueron significativas.
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Fl anilisiz de los pesos relativos de los corazones permitid evidenciar que los
tratamientos, BZ-FCI o BZ-CMP-FCI, no presentaron diferencias significativas
respecto de los INT-FCI. Sin embargo, ¢l peso relativo de los corazones tratados con
BZ-FCI fue sigmficativamente mayor que los tratados con BE-CMP-FCI (p < 0,05) ¥
los animales NI (p < 0,01) (Figura 5.10a). En concordancia con estos resultados, el
porcentaje melativo de la actividad enzimdtica de CK-MB fue significativamente
mayor en los ratones tratados con BZ-FCI, en comparacion con los tratados con BZ-
CMP-FCI o con los grupos de animales NI o INT-FCT {p < 0,001, p < 0,01 y p <
(,05; respectrvamente ) {Figura 5.10b).
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Figara 510, Eficctos de BE 2olo o en combinacion con CMP en el modelo experimental de s
infeocktn cronica con T crusd {90 dpi). a) Peso relatree del corazin, Los adenscos indican que kas
diferencias entre los gripos fueron significativas (p < 005}y &y indica gue las diferencias no
fueron significativas, b) Porcentaje relativo de la actividad encimaticn de CEMB nzpecio de CK
totnl en plasma. Los ssteriscos mdican que ks diferencias entne bos grupos foston significativas
(=< 0,08 y **u <001}

El analisis de las caracteristicas electrocardiogrificas mostré similar frecuencia
cardiaca e intervalos PR v QT, excepto entre los grupos de animales W1 e INT-FCI
Los INT presentaron mayores intervalos que los controles sanos (p < 0,05) (Figura
5.11) El intervalo QT prolongado, en los animales INT-FCL. sugtere la presencia de

blogueos intraventriculares en la conduccion cardiaca,

La Tabla 4.1 presemta las anormalidades observadas en todos los grupos de
animales evaluados, expresadas como porcentaje, respecto del towl de animales de
cada grupo, En los animales NI se observd una leve bradicardia (17 %0), un tipo de
arritmia cardiaca, v la mayoria de los amimales no presentaron alteraciones (83 %). El
grupe de ratones INT-FCl presento alteraciones multiples y senas, tales como

defectos en la conduccion atrial (22 %), defectos en la conduccion imtraventricular (44
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o) v arritmias (77 %), incluidaz las bradicardias. Sin embargo, un pequefo grupo de
animales (22 %) de los INT, no presentd alteraciones, lo cual es una situacidn similar
a la usnalmente observada en los pacientes con enfermedad de Chagas, en donde no
s¢ observan manifestaciones por signos o sintomas clinicos de infeccion por T cruzi,
En contraste, los animales sometidos a los ratamientos con ambos con BZ-CMP-FCT,
exhibieron ECG sin alteraciones en la conduccibn atrial e intraventricular, Sin
embargo, ¢l 25 % y 33 % de los ratones tratados con BZ-FC1 y BZ-CMP-FCI,
respectivamente, presentaron ammitmias cardiacas, En este sentido, es importante
destacar que estas alteraciones fueron leves en comparacion con Jos animales del
grupo de INT-FCL

Tabla 5. 1. Anormalidedes observadas, expresodias como porceniaie de animoles
afectados respecto de la cantidad tatal de rotones del grupo de animales en extudio.

Anormalidades ohservadas
N R

ohservaronn

Cirupos de

ratanes
alteraciones

NI 0% 0 17 % 83 %

INT 224 44 %, 7% 2%
 BZ-FCI 0 % 0% 25 9% 75 %
- BZ-CMP-FCI 0 % 0 % 33% 67 %

El analisis histopatologico de las secciones de corazon, presentado en lo Figura
5.12a, mostrd que la severidad de las lesiones inflamatorias observadas en el grupo de
animales INT (focos infamatorios en miocardio v epicardio, cdema de vasos
sanguineos ¥ disrupeion de las fibras miocirdicas) fue mavor que las ohservadas en
los animales tratados. Los corazones de los ratones que recibieron BZ solo o en
combinacion con CMP en las dosis evaluadas, presentaron menores alteraciones
cardiacas incluyendo aislados infiltrados inflamatonios y cdemas. En la Figura 5.12b
s¢ presenta ¢l indice de inflamacion cardiaco, Wo se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los animales del grupo INT-FCT y BZ-FCI. Los
ratones INT presentaron mayor indice de inflamacion que los animales NI (p < 0,01}
Sin embargo, los ratones infectados v tratados con la combinacion dec BZ y CMP,
presentaron menores infiltrados inflamatorios v edemas que los animales INT-FCI (p
< [,05) v no se observaron diferencias estadisticamente significativas, comparadas
con el grupoe control de animales NI (p > 0,053).
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Figura 5.1 1. Camctenisticas clectrocardiopraficos. Los BCG fuerom evaluadng sobre la base de las
varinciones en: atla frecwencin cordinga moenitoreacla por latidos'mimeto, b)) intervalo PR e )
intervalo (T, ambes micrvalos imedilos en milizegundos (ms). Los asteniscos indican que las

difereneias catre los grupos evalundos fueron sigmiicativas {p < (S L

Se puede evidenciar que, no se observaron diferenciaz  estadisticamente
significativas relacionadas entre los tratamicntos evaluados, Sin embargo, los ratones
tratados con la combinacion de BZ v CMP, presentan menor indice de inflamacion
cardiaco, respecto de los amimaies INT (p = (005) ¥ una tendencia & menor dafio,
comparado con BE-FCI (Figura 5.12h).
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Figurn 5.12. Efectos de BE solo v en combinaciim con CMFP en la infeccion cropicn por T, cruzr,
a) Hisiodogla cardiaca de los animales en estudio, luepoe de 1a tincidn con H-E. b) indice

mflamatona del tejido cardiaco, Los asteniscos indican diferencies significativas entre los grupos
comparados (*%p < 001 ¥ *p < 0,03) ¥ ar indica diferencia no signi ficativa.

En lo que refiere a la PCR en tempo real, se observd que los animales INT-FCI

Preseniaron una carga parasitaria cardiaca significativamente mayor que los animales
tratados con BE-CMP-FCI (p < 0,05). Ademas, los ratones tratados con BZ-FCI no
presentaron niveles detectables de ADN parasitano en tejido cardiaco (Figura 5.13),

Al considerar todos los resultados presentados hasta ¢l momento, s observa que,
la reduccion de la dosis de BZ en combinacidn con una baja dosis de CMP (gue no

presentaria efectos importantes a nivel del sistema nervioso central, por estar en dosis
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subternpéuticas como  antidepresivo), seria de  gran  wtilidad para  reducir
significativamente la carga parasitaria en tejido cardiaco, con la ventaja de que este

ratamiento presentada menores efectos adversos asociados al uso de BZ.
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Figura 5.13. ADN pasrasitaro deterinmisbe por PCR én tenp real en tegldo cardioco. B asteriacn

imificn diferencia significativa entre los grupos comparados (< 0,05) v NDindica que no se
detectaron parisios en lgjido cardiaco, con In metodelogiz empleadn.

5.3.4. Estudio de hepatotoxicicidad in vivo

Sobre 1a base de los resultados obtenidos, con los esiudios realizados en el modelo
experimental de infeccidn aguda de la enfermedad de Chagas v, al fomar en
consideracidn que uno de los principales efectos adversos de BZ ¢s su inlolerancia
hepatica o hepatotoxicidad; se propuse evaluar in vive el efecto de BZ sobre el higado
en la dosis de referencia {100 mg'kg/dia) (BZ-H) v en la combinacion de BZ vy CMP
gue se considero optima, de acuerdo con log resultados obtenidos en los estudios en
tasc aguda y cronica de infeccion experimental con 7 crusi; es decir, BZ en dosis de
25 mp'kg/dia en combinacidn con CMP en dosis de 7.5 mg'ke'dia (BZ-CMP-H).

Este ensavo, scorealizd por medio de la administracidn por via per-oral de los F
Un grupo de animales ™I, fue mantenido como controd v recibid sdlo agua,
administrada por la misma wvia. El tratamiento se realizd durante 14 dias v,
posteriormente, s¢ realizd ¢] registro de peso del higado v se determinaron los niveles
plasmaticos de la enzima GPT como biomarcador especifice de dafio a nivel hepatico
{ Davies et al., 2014),

El analigis del peso relativo del higado evidencio que los tratamientos con BZ-H o
BZ-CMP-H no presentaron diferencias respecto del grupo de animales control (p =
05} (Figura 5. 14).
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El analisis de la actividad enzimdtica de GPT, permitio evidenciar que los ratones
sometidos a ambos tratamientos, presentaron mavores aiveles de actividad de esta
enzima comparacion con el grupo control (p < 0,01 para BZ-H y p < 0,05 para BZ-
ChMP-H). Adicionalmente, el tratamiento con BZ-H presenta mayvores niveles de GPFT
comparado con BE combinado con bajas dosiz de CMP {BZ-CMP-H). Si bien las
diferencias no son estadishicamente sipnificativas, dada la gran desviscion estindar de
los resultados obtenidos, se puede observar una mayor tendencia al dafio hepatico con
el traamiento BZ-H, en comparacién con BZ-CMP-H. (Figura 5.15).
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Figura 5,15, Niveles de o actividod de o endma GPT en plasma. Los asteriscos indican
diferencins sagm ficativas entre los gripods unnqm&dng I:""'_p < 1,0 W "_p ‘:-'I:I,F.IS}



PARTE I1: ESTUDIO DE LOS SISTEMAS PORTADORES DE BZY
CMP

5.4. Materiales y Metodos

5.4.1. Materiales

5.4.1.1. Sistemas portadores de BE v CMP

Los F utilizados para ¢l desarrollo de los sistemas portadores fucron BZ v CMP.
Estos F fueron incorporados en sistemas potadores basados en PE, con propiedades
de liberacidon modificada, de acuerdo con el detalle presentado en el capitulo 4
Sistemas portadores de BE y CMP.

En particular. para el estudio in wive de los sistemas portadores, se scleccionaron
los sistemas: EuBE-Eul-BZ*, EuE-Eul-BZ"™ y Eul-CMPsx. FEstos facron
seleccionados sobre la base de las propiedades que exhibieron, las cuales fueron
presentadas ¥ discutidas en el capitulo precedente (capitulo 4). Ademds, se tuvo en
cuenta la facilidad de preparacion v obtencion de los sistemas portadores ¥ la
reproducibilidad del proceso,

En el caso de los sistemas portadores de BZ, se trabajo con la combinacion de dos
sisternas  de  liberacidn modificada (SLM), s decir, sc obtuvo un sistema
multiparticulado, compuesto por EuE-Eul-BZ" y Fub-Eul-BZ"™. En funcién de la
dosis necesanas de BZ, se hicieron log cdlculos correspondientes para que un 25 % de
la dosis total fucra aportada por el sistema EuE-EuL-BZ" y el 75 % restante, por el
sislema Eul—l—EuL—HEh, de acuerdo con las propiedades de liberacitn exhibidas por
estos sistemas; en donde el primerns, libera ¢l BZ en forma muy ripida, en fanto que,
el segundo, lo hace en forma modulada, tal como fue detallado en el capitulo 4.

5.4.1.2, Animales

De acoerdo con el detalle desernipto en el apartado 5.2.1.3, los animeales utilizados
fueron ratones BALB/c machos de tres meses de edad v (24 = 3) g de peso corporal.

criados en el bioterio de la Facultad de Ciencias Chuimicas.
5.4.2. Ensayos in vivo en la fase aguda de la infeccion con T. cruzi

Para los estudios in wivo en la fase aguda de la infeccion con T cruzi, los ratones
BALB/c fueron inoculados, por via intraperitoneal, con 107 mrypomastigotes del T

criizi de la cepa Tulahuen y 24 h post-infeccion se inicio el tratamiento con los
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sisternas poradores de BE v CMP. En todos los casos, los tratamientos fueron
administrados  diariamente, mediante sonda, por wvia per-oral. Previo a |a
administracion, los sisiemas portadores fueron dispersados en 30 pl de agua
esterilizada. Los animales fueron divididos en 4 prupos de n=6 v ratones NI e INT

fueron utilizados como control,
5:4.2.1. Disefio experimental

Para llevar a cabo el ensavo con los sistemas portadores de BZ y CMP, los
animales fueron organizados en los signientes grupos: NI, INT, infectados v tratados
solo con la combinacion de SLM de BZ, en dosis de 100 mg'kp de peso corporal/dia
{SLM BZ) e infectados v tratados con la combinacion de los 5LM de BZ en dosis de
25 mg'kg de peso corporal/dia y el SLM de CMP en dosis de 7.5 mg'kg de peso
corporal/dia (SLM BZ-CMP).

5.4.3. Parasitemia y analisis de la sobrevida de los animales

Se realizd de acuerdo con el detalle metodolégice presentado en la seccibn 5.2.6.

5.4.4. Marcadores bioguimicos de dafio en tejidos

Para el andlisis de los marcadores bioquimicos, se lleve a cabo la metodologia
descripta en ¢l apartado 5.2.8.

5.4.5. Analisis estadistico
Al igual que en los esmudios reportados en la Parte [, se realizo el andlisis de la
gignificancia estadistica para comparar las diferentes condiciones experimentales
gvaluadas. Se asumid una distribucion normal de Jos datos obtenidos y se realizd la
comparacion de las medias (por medio del fest de i-Shudent de dos colas) y el andlisis

de varianza (por medio de ANOVA de una via) seguido de posi-test de Bonferroni,
Los datos fueron procesados ¥ analizados de acuerdo con el detalle presentado en el

apartado 5.2.12.

5.5. Resultados

Para la evaluacién in vive de la eficacia y seguridad de los sistemas portadores de
BZ y CMP, diferentes grupos de ratones recibieron, diariamente y por via per-oral, las
dosis de BZ y CMP que sc seleccionaron come Optimas en los estudios de los F
pures, descripios en la Parce [ de este capitulo, y sc compararon con BZ, en la dosis
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de referencia, contenide en ¢l SLM, A los ratones INT v M1, se les adminisind agua
por via oral. Luege de 15 dpi. se determinaron la parasiterma y los marcadores
bioguimicos de dafio hepitico y cardiaco. Estos estudios fueron realizados para
evaluar la eficacia mpanocida v la segundad de cada rraamiento, respectivamente.

Todos los grupos de amimales mostraron una sobrevida del 100 %o en las
condiciones evaluadas. En la Figura 5,16 se puede observar que ambos tratamientos
lograron amalar la parasitemia, es decir, tanto ¢l SLM de BZ en la dosis de referencia
y el sistema que contiene la combinacion del SLM de BZ en dosis de 25 mg/kg/dia en
asociacion con el SLM de CMP en dosis de 7.5 mp/kg/dia, logran la muerte de 100 %
de fos parasitos en sangre, lo cual es indicativo de eficacia terapéulica.
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Figura 5.16. Efecios de los SLM de BY v CMP sobre |o parsitemin de los mtones BALBGC
infectadoe. MO significa gue no se detectaron parisitos en 2angre.

parasitos/ml de sangre (x10°%)

Con relacion a los niveles de la actividad plasssifica de las enzimus CKMB
respecto de CK total, se observd que los animales tratados con el SLM de BZ en dosis
de referencia, presentd una actividad ensimatica sipmificaivamente mayor gue el
grupo de ratones tratados con la combinacion de los SLM de BZ v CMP (p < 0,05).
Ademds, ¢l SLM de BZ en dosis de 100 mgkg'dia presentd mayor actividad
comparado con los animales NI e TNT (p < 0,00 ¥ p < 0,05, respoctivamentc ) (Frgura
5.17a). En lo que refiere a la relacién entre los niveles de actividad plasmitica de
GOT v GPT, expresado como indice de Rilis, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos evaluados {(p > 0,05) (Figura 5.17h).

Ademis, 51 s¢ comparan estos resultados con los respectivos tratamientos con
los F puros, se puede observar que, ¢l fratamicnto con los sistemas portadores
presenta una menor tendencia a dafio hepatico, principalmente, en el tratamiento
con la combinacion de BE y CMP.
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Figura 5.17. Efecto de los SLM de BY v CMP en las dosis optimas de combinacion v dosis de
referencia sobre Lo relacidn de Los niveles de encimas cardiacas v bepiticas. a) Relacidn porcentual
entre CE MB v CK total, Los asteniscos indican diferencia significativa entre los gripos
comparados (** p < (0] v * p< 0,05), b) indice de Ritis. Las diferenciss entre los grupos no
fiezron saginl Dcativas,

5.6. Discusion

En la pnmera pane de esios estudios (Parse 1, se confirmd que CMP sinerpiza la
actividad tripanocida de BZ v que las bajas dosis de BZ empleadas en el tratamiento,
mejoran el resultado de la cardiomiopatia chagisica experimental. En este sentido, los
ratones infectados con la cepa Tulahuen de T cruni v tratados diariamente por via
per-oril con BE en dosis de 25 mg'kg/dia en asociacion con CMP en dosis de 7.5
mg'kg/dia, a partir de las 24 h post-infeccidn, presentan menor severidad de la
infeccion y de las lesiones en el tejido cardiaco, comparados con los ratones tratados
con el BZ a la dosis de referencia (BZ 100 mg'kp/dia). Ademas, cabe destacar que,
tanto los tratamientos con los F puros, como con los respectivos sistemas portadores,

presentan eficacia terapéutica, evideénciada por la anulacion de la parasitemnia.

Como s¢ ha mencionado, la enfermedad de Chagas es una enfermedad desatendida
que afecta arcas empobrecidas, es decir, regiones en donde las condiciones
socioeconomicas son desfavorables, en particular, de los paises en vias de desarrollo.
Como se describid, la farmacoterapia actual, estd basada solo en dos agentes
terapéuticos, NFX ¥ BZ, los cuales estin recomendados durante la fase aguda de la
enfermedad, ¢n la fase cronica lemprana ¥ en los casos de recidiva (Coura & de
Castro, 2002; 1. Urbina, 2010; J. Urbina & Docampo, 2003; Von, Zaragoza, Jones,
Rodriguez-Morales, & Franco-Paredes, 2007). Sin embargo, menos del | % de las
personas infectadas con el T. cruzi reciben el tratamiento adecuado (Ribeiro et al,,
2008).



En particular, se ha demosirado que el tratamienio con BZ presenta eficacia
trpanacida in vitro e in vive (Coura & de Castro, 2002; 1, Urbina, 2010; Von et al,
2007}, pero los graves v senios efectos adversos que produce, condicionan sy uso,
fundamentalmente, en la fase cronica. 51 bien se utiliza clinicamente, su uso en la fase
ceomica de la enfermedad cs aim controvertido (Rassi of al,, 20007,

La evaluacion del efecto tripanocida del tratamiento con BZ, en pacientes con
cardiomiopatia chagasica, fue recientemente reportado y evaluado mediante el ensayo
climeo BENEFIT (Morille ¢t al,, 2005) Después de 5 anos de sepuimiento, los
resultados frente al tratamiento con BZ, evidenciaron que es poco probable lograr un
efecto preventivo, en la progresion de la enfermedad cerdiaca, en pacientes con
mfeccion por enfermedad de Chagas avanzada, Por otra parte, s¢ ha informado una
alta tasa de abandono al tratamicnto, por parte de los pacientes, especialmente durante
la fase cronica, debido a ka alta mcidencia de efectos adversos producidos por BZ, los
cuales se presentin con mayor frecuencia v severidad en los adultos mavores de 18
afios, en comparacion con los nifios (Pinazo et al, 2010; J. Urbina & Docampo,
2003). En consecuencia, la enfermedad de Chogas continia siendo un serio problema
de salud poblica, debido, principalmente, a la  ausencia de  altermativas
farmacoterapéuticas mas eficienies para sy tratamiento v la falta de diagndsticos

precoces, en pos de evitar Ia progresion de la enfermedad,

El desarrollo de nuevos enfogques farmacotemapeuiicos especificos para esta
enfermedad, ambien ha estado mitado en su progresion, durante décadas, debido a
las controversiny existentes con relacion a su patogénesis. Aungue el rol del T, cnuzi
en la fase aguda de la patologia y la importancia del tratamiento etioldgico en esta
fase de la enfermedad ha sido ampliamente aceptado y demostrado, numerosas
investigaciones han manifestado en sus cxplicacionss la implicancia de los
fendmenos autoinmunes, como la principal razdn de la inflamacidn persistente,
asociada a las manifestaciones patoldgicas crdnicas. En este sentido, el tratamienio
antiparasitario en la etapa cronica de la enfermedad de Chagas se considera
irrelevante y es uno de los motivos de la controversia de su uso (Ribetro et al., 200%:
1. A. Urbina, 2015). El nuevo paradigma indica, en cambio, gue la erradicacion del
pardsito debe ser un requisito previo para detener la evolucion de la enfermedad de
Chagas v, en consecuencia, debe ser tratada primariamente como una condicidn
infecciosa, no autoinmune (Coura & Borpes-Pereira, 2002; Tarleton, Giirler, Urbina,
Ramsey, & Yiowi, 2014; 1. Urbina, 2000},
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Por esta razom, en las Oltimas dos décadas, se encuentran bajo investigacion

nuevos enfoques, que se centran en blancos especificos del parasito para tratar esta
enfermedad vy en diferentes estrategias farmacoterapéuticas, con ¢l objetivo de
encontrar la curn para la enfermedad de Chagas.

Tal como se ha descripto, este trabajo de tesis, se focalizd en la enzima
tripanotiona reductasa, un enzima especifica del 7% cruzi, que desempefia funciones
vitales en o parisito, ¥ en ¢l antidepresivo triciclico CMP, que presenta actividad
inhibitoria demostrada contra esta enzima {Gobbi et al., 2010).

Los resultados obtenidos indican que CMP puede mejorar la efectividad de BZ v,
en consecuencia, la combinacion erapéutica de ambos F permitivia la ulilizacion de
menores dosis de BE, con una disminucion concomitante de los efectos adversos
asociados a su uso, Cabe destacar que, CMP se estd utilizando en dosis que serian
subteraputicas, respecto de las indicadas frecuentemente para su accifn a nivel
central. Un cilculo aproximade permite determinar que s¢ requicren dosis < 30 %, de
las que actualmente se utilizan como antidepresivo (Adli, Baethge, Heinz, Langlitz, &
Baer, 2005). Ademas, resulta de relevancia destacar que, la wiilizacibn de CMP
como F tripanocida, implicaria un uso *off label” de ésta (Stafford, 2008}, ya que no
s¢ encuentra aprobada o descripta por la autoridad sanitaria con este fin terapéutico.

En lo que respecta a los estudios im wve, se llevaron a cabo diferentes disefos
experimentales para estudiar la eficacia y scgundad en la fase aguda y cronica dc la
enfermedad en modelos murinos de Chagas experimental. Primero se seleccionaron
diferentes dosis de BZ, solo v en combinaciion con CMP a dosis fija. Los resultados
obtenidos con el primer disefio experimental permitieron seleccionar 25 mg'kg/dia
como una dosis eficaz de BZ en combinacion con CMP en dosis de 7.5 mg'kg/dia.
Esta combinacion de F, logra anular la parasitermia, al igual que la dosis de referencia
de BY, ¢ inducc una significativa disminucidn del peso relative de los bazos, en
comparacion con los ratones infectados no tratados (p < 0,001). La importancia de la
medicidn del peso de log bazos, radica en que éstos son organos que dan cuenta de un
proceso inflamatorio en el organismo. Estos resultados, se encuentran en relacion con
un frabajo previamente publicado en donde sc utiliza BZ en dosis de 50 mg'kg/dia
administrado por via per-oral, en combinacion con CMP en dosis de 5 mp'kg/dia
admimstrada por via intraperitoneal (Strauss et al., 2003). Sin embargo, los resultados
obtenidos en este trabajo de tesis resultan de mayor relevancia, desde una perspectiva
clinica, debido a que la via intrapentoneal ne s una via que se uiilice frecueniemente
en humanos (Chandhary, Haddadin, Nistala, & Papageorgic, 2010; Quante, Thatc-



| I i lﬁ‘
r
FL
e o
1l 10 1 e e
an

Waschke, & Schofer, 2012). Por el contrario, la utilizacién de la via per-omal, que es
la que se ha seleccionado en los estudios descriptos, ha permitide obtener resultados
alentadores, no s6lo por ser la via de administracion de mayor aceptacidn para los
tratamicntos, sino también, porque la dosis de B que logra anular la pamasitemia,
eando se lo combina con CMP, es de 25 mg'kg/dia. es decir, el 50 % de lo que esta
reportado por Strauss (2013).

Con el objetivo de determinar la minima dosis de CMP necesana pam utilizar en
combinacion con 25 mg'kg/dia de BZ y anular la parasitemia, es decir, que presentara
eficacia ferapéutica, se realizo el segundo disefio experimental. En éste, se utilizaron
diferentes dosis de CMP en combinacion con BZ a dosis fa de 25 me'ke'dia. Los
resultados obtenidos en este estudio mostraron que CMP en dosis de 5 mgkg/dia
combinada con BZ logra anular la parasitemia. Sin embargo, esta combinacidn exhibe
un mayor porcentaje de enzimas CKMB respecto de CK todal, la cual incluso es
mayor que en los animales INT (Kindermann et al., 2002). 5i hien no se ha explicado
la razon de este comportamiento, evidentemente el dafio a nivel cardiaco es
considerable, motive por ¢l coal se sclecciond la dosis de 7.5 mgkg/dia en
combinacion con BE en dosis de 25 mekeidia, como la dprima combinacion para

realizar los estudios posteriores.

Al considerar los efectos secundarios de BZ, en particular su intolerancia hepitica
y hepatotoxicidad (Davies et al., 2014; Valdez et al., 20012), se decidié evaluar la
wxicidad de ambos F en las dosis de combinacion seleccionadas y compararlas con ¢l
B en la dosis de referencia (100 mg'kg/dia). Se pudo evidenciar gue. incluso cuando
las diferencias entre log parimetros evaluados (peso relative del higado y niveles de
GPT en plasma) no fueron estadisticamente significativas, ambos tratamicnios
maostraron un incremento de los niveles de GPT en plasma, en comparacion con el
grupo control que no recibid tratamiento. Como se esperaba v, tal como ha sido
reportado en la literatura, BZ produce alteraciones hepaticas por si mismao (Davies et
al., 2004, mientras gque i presencia de CMP parece no inducir alteraciones ¢ injunias
hepaticas adicionales (Strauss et al., 2003). Ademas, 1a posibilidad de poder reducir
las dosis de BZ al combinarlo con CMP, estarian en concordancia con ka hipdtesis de
que s¢ podria lograr la eficacia tmpanccida v reducir los cfecios adversos, a nivel
hepdticn, asociados al uso de BZ.

Con ¢l fin de determinar ¢l impacto del tratamiento en la fiase crdnica de la
mfeccion, se decidio llevar a cabo la administracion de los F en las dosis de

combinacion seleccionadas v se compard con el BZ solo en dosis de 100 mp'kg/dia.
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Los resultados demostraron que, aunque |2 combinacion de F es eficaz para anular la
parasitemia (parasitos en sangre), el andlisis por PCR en tiempo real, evidencia la
presencia de ADN paragitario en el tejido cardiaco de los ratones infectados, a los 90
dpi, lwego del tratamiento con la combinacién de CMP y BZ. Estos resultados
sugieren la necesidad de mealizar un tratamiente mas prolongado, para lograr la
ausencia de parisitos en tejido cardiaco, tal como fue observado en el tratamiento con
BZ a la dogis de referencia. Vanos estudios terapéuticos muesiran que la PCR es una
hereamienta Uil para evaluar la deteccidn temprana del fracaso del tratamiento en las
fases agudas ¥ crimicas de la enfermedad de Chagas (Caldas et al., 2002; Zulantay et
al.). En este sentido, los resultados obtenidos enfatizan la importancia de evaluar la
carga parasitania por PCR cn tiempo real, como un método preciso para medir el
impacto de los F tripanocidas durante el tratamiento de la enfermedad de Chagas,

Varios estudios han demostrado que la farmacoterapia con BZ produce una
disminucidn de las lesiones v disfunciones cardizcas durante la fase cronica de la
infeccitn con T erusi (Viott el al., 2006), Ez este trabajo, s¢ ha demostrado gue el
tratamicnto con CMP combinada con bajas dosis de BZ disminuye la inflamacién
cardiaca y mejora ¢l prondstico de la cardiomiopatia cronica, en comparacion con la

dosis de referencia de BZ.

Adicionalmente, con ¢l fin de poder evaluar los sistemas portadores desarrollados
conteniendo BE v CMP, ¢ llevd a cabo un esiudio {n vive, con el mismo disefio
experimental que ¢l wilizado para evaluar los F solos. Para esto, se seleccioneron los
sistemas portadores de BZ y de CMP, teniendo en cuenta sus propicdades
{armacotécnicas y biofarmacéuticas, v las dosis que se seleccionaron como Gptimas a
partir de los resultados obtenidos con los F puros. Se pudo evidenciar que, estos
sistemas, en las condiciones evaluadas, logran anolar la parasitermia, es decir,
presentan eficacia erapdubica, lo que se encuenira en lines con los resultados que s

obuvieron al evaluar los F solos o en combinacion, en las mismas dosis.

En lo inherente a la segur: en el tratamiento, los SLM desarrollados no
prescntaron  diferencias  estadisticamente  significativas en lo que refiere a la
intelerancia hepatica o hepatotoxicidad (p = 0.03). Sin embargo, presentan una menor
tendencia a dafio a nivel hepatico, en comparacion con los F solos en las mismas
dosis. Ademas, el sistema que contiene la combinacion de los SLM de BE y de CMP,
presentd menor alteracidn a nivel cardiaco, evidenciado por una menor actividad de la
enzima CK MB respecto de CK total, en comparaciin con el SLM de BZ (p < 0,05).

Esic resultado permitiria establecer que ¢l sistema gque contiene fa combinacion de los
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SLM de BE v CMP seria una opcion superadora al tratamiento convencional con BE,
no sGlo porque presenta una eficocia fterapéutica Gplima, sino ambién porgque le

confiere a la terapia una mayor segundad.

En resumen, los resultados obtenidos son muy alenfadores; sin embarge, seria
necesario confirmarlos mediante estudios preclinicos en animales de mayor tamadio,
cuyes resultados puedan ser extrapolados, de una manera mas directa, a los humanos.
Adicionalmente, cabe destacar que la extrapelaciin in witro-in vive realizada, entre
los resultados obtenidos por el checkerboard v los cstudios dn wive de eficacia y
segunidad, ha sido de wtilidad para acotar los mangos de dosis a evalugr v vivo
Ademas, se pudo reducir al 25 % la dosis de BE de referencia, cuando se lo combina
con CMP en dosis de 7.5 mg'kg'dia y mantener la eficacia tnpanocida, con una
mejora significativa de la seguridad del tratamiento. En este sentido, [a consideracidn
de los parametros farmacocinéticos de BZ v CMP, la volemia de los ratones y la
aproximacion alométrica realizada, junto con los estudios ie vitro en cultivos
cefulares, son herramientas de gran utilidad al momento de llevar a cabo estudio in
vivi, ¥a que permiten reducir la cantidad de animales de experimentacion nocesarios

para los estudios.

5.7. Conclusiones parciales

La actividad tripanocida sinergista de CMT combinada con BZ, demosirada a
partir de estudios @ vitro v confirmada mediante los estadios {in wive presentados,
claramente evidencia una potencial utilidad en ¢l tratamiento de la enfermedad de
Chagas, que permitiria utilizar dosis mas bajas v eficaces de BZ con una mayor
segundad en el tratamiento farmacoterapéutico. Claramente, la alianza de los F,
aprovecha ¢l mecanismo de accion independicnte de cada uno v, la accion combinaca

de éstos, muestra un sinergismo en la actividad tnpanocida.

Los SLM desarrollados presentan eficacia terapéutica v la combinacion de los
gistermas portadores de BZ y CMP permite lograr una mayor scguridad en la terapia.
De este modo, los sistemas ponadores  desarroilados, ademiis de presentar
propedades fsicogquimicas, farmacotécnicas v biofarmacéuticas adecuadas, permiten
una mayor eficacia v seguridad en el tratamiento ¥ s& consimiven en una alternativa
farmacoterapéutica interesante para ser empleada en la farmacoterapia de la
enfermedad de Chagas,
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Capitulo 6:
Formulaciones pediatricas de BZ

El presemte capitulo se encuentra estructurado en dos partes con el ohjetivo de
presentar, de manern separads, los conocimientos generados con relacion 8 las

formulaciones pedidtricas desarrolladas,

La parie | versa sobre ¢l desamrollo v la caracterizacion de una formulacion liguida
para uso oral, especificamente una suspensidn extempordnea de BZ formulada a partir
de los comprimidos comerciales disponibles, con utilidad para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas en los pacientes pedidtricos v neonatales.

La parte Il versa sobre ¢l estudio de formulaciones masticables sblidas y
semisdlidas, para la via oral, formuladas a partir del BZ extraido y purificado desde
los comprimidos comerciales. En esta seccidn se presenta el desarrollo v la
caracterizacion de comprimidos masticebles ¢ hidrogeles arucarados masticables
conteniendo BZ en dosis pedidtricas, de utilidad para el tratamiento de la poblacién

infantil,

En ambas partes, se ha trabajado con 2l énfasis centrado en dar respuesta a la falta
de medicamentos adecuados, en dosis ¥ forma farmacéutica, para el tratamiento de
los pacientes pediaincos v neonatales, ¥ en atender esta demanda insatisfecha de 1a
fala de disponibilicad.

La introducecion que se presenta a continuacion es comin a ambas partes, debido a
que pone ¢én énfasis la importancia de aborder la farmacoterapia pedidtrica de la
enfermedad de Chagas. Asi como también, las contnbuciones gue se pueden realizar
desde el drea de la farmacotecmia hospitalaria, en lo que refiere al desamolle de
formulaciones extemporineis.

6.1. Introduccion

La enfermedad de Chagas representa un grave problema de salud pablica en
América Latina, no s6lo para los adultos, sino también para la poblacion pedidtrica v
s estima gue hay mas de 8 millongs de personas infectadas mundialmente, con mas
de 300,000 casos nuevos cada afo (Campi-Azevedo et al., 200 5; Moncaye & Silveira,
2009; Schofield, Jannin, & Salvatclla, 2006; World Health Organization, 201 5a).
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A pesar de casi un siglo de investigaciones en curso dirigidas a supcrar la
problematica en relacion con la enfermedad de Chagas, ésia sigue siendo una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en Amenca Latina, por enfermedades
cardiovasculares asociadas a &sta (Chagas, 1909; Engels & Savioli, 2006). La OMS
considera a la enfermedad de Chagas como una enfermedad desatendida silenciosa y
cronica [ World Health Organization, 2002

51 bien la transmision vectonial del pardsio T cresi es I principal forma de
contagio, las infeeciones congénitas o mediante transfusiones sanguineas se han
incrementado notablemente en los dltimos afios (Carlier & Tommico, 2003; Muioz,
Portis, Corachan, Fumadd, & Gascon, 2007).

En particular, en Argentina se ha detectado un incremento en la prevalencia de la
infeccidn congénita, en dreas endémicas v no endémicas, lo que afecta entre el 1y 10
bo de los recién nacidos de madres infeciadas (Negretie, Mora, & Bazombrio, 20035)
Ademas, se estma gue cada afio, cerca de 1300 recién nacidos poseen infeccion
congéniia ¥ i ésta se detecta tempranamente, la enfermedad de Chagas puede ser
tratada y curada (Carlier & Tornco, 2003; Carlier et al., 201 1; Schijman et al., 2003).
Especificamente, 9 de cada 10 nifios tratados en la fase aguda v 7 de cada 10 nifios
tratados en la fase crdnica de la enfermedad de Chagas, son curados con éxito, o que

permite evitar la progresion de la enfermedad (Carlier et al,, 2001},

En este contexto, resulta de relevancia destacar que los medicamentos producidos
a nivel indwstral, antes de ser comercializados, son repulados para aporiar una
mformacion completa que demuestre su segundad, eficacia v confiabilidad; lo cual
proporciona  garantiss de calidad a los pacientes consumidores. No obstante, la
mdusiria farmacéutica funciona bajo las leyes del libre mercado, lo que conduce a
sinuaciones particulares, como ¢s ol caso de cientas tormas farmacéuticas pediamicas,
especialmente las de administracion por via per-oral, donde exisie una problemditic
relacionada con la rentabilidad de su prodscedn, hecho que conduce a que ésias no se
encuentren disponibles en ¢l mercado.

La carencia de formulaciones farmacéuticas de administracion por via per-oral con
dosis pedidtncas, de F de probada acoion terapéutica, genera una preocupacion
importante, tanto para los profesionales de la salud, como para padres o tutores de los

pacienies pedidincos, gque necesilan ser ratados farmacolomeamente.

Como se descritid en el capitulo 1 Inrrodiccion general v ofgeifos, BE es el F de
eleccidn para el tatamiento de la enfermedad de Chagas, pero sdlo se encuentra
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disponible bajo 1a forma de comprimidos convencionales Abarax®™, que contienen BZ
en dosis de 50 y 100 mg (Maya et al., 2010). Debido que el BZ presenta una baja

solobilidad acuosa, se dificulta su formulacion oral bajo la forma de solucion v,
desafortunadamente, no hay disponibles formas farmacéuticas adecuadas para el
tratamiento de los pacientes pedidtincos v neonalales (Garcia, Manzo, & Jimenez-
Kairuz, 2015),

Por lo tanto, los pacientes que no son capaces de deglutir (tragar) medicamentos
solidos, como scr los recién nacidos, lactantes, nifios v ancianos, no disponen de
formas farmacéuticas adecuadas para el tratamiento de su enfermedad v, en
consecuencid, pueden presentar una necesidad especial para recibir la farmacolerspia
adecuada (Sosa-Estani, Belizan, Althabe, & Rubinstein, 2005). En este sentido, para
el tratamiento de la poblacion pedidtrica con enfermedad de Chagas, les comprimidos
son dividides, tnturados v molidos en los servicios de farmacia hospitalaria, para
dispensarse en sobres de papel, que luego s¢ dispersan en jugo de frota o leche para
ser adminmistrados en los pacientes. Esla siecion, puede provocar  algunas
consecuencias no deseadas, fales como la ncormecta  dosificacion,  disolucion
mcompleta o riesgos de desarrollar mayores cfectos secundarios, que condicionan la
eficacia y seguridad del tratamiento (Sosa-Estani et al., 2005; Yeung & Wong, 2005).

5i bien en los Oltimos afos s¢ han reportado on la licratura varios enfoques para ¢l
tratamiento de o enfermedad de Chagas, tales como: soluciones liguidas con
cosolventes o suspensiones {Lamas et al., 2006; Manarin et al_, 2013}, liposomas (M.
Monlla, Benavider, Loper, Bakas, & Romero, 2002; M. J. Morilla, Pricto, &
Romero, 2005), microparticulas {Leonardi, Salomdn, Lamas, & Olivien, 2009) y
nanoparticulas (Romere & Monlla, 2010); todos ¢stos sc cncucntran cn ctapas
tempranas de desammollo v entre los gobiemos y la industna farmaccutica se ha
establecido una baja prioridad para financiar el desarrollo de nuevas formas de
dosificacion adecuadas para el tratamiento de esta infeccidn protozoaria en los nifios

pequefios (Ribeiro et al., 2009).

Para cubrir este vacio terapéutico, es necesario acudir al desarrollo galénico de
formulaciones cxtemporancas, que faciliten la administracion de medicamentos a

pacientes prematuros, recién nacidos y nifios pequeiios.

Por su parte, desde el drea de la farmacolecnia hospitalana se propone dar
respucsta a diferentes problematicas vinculadas a fa falta de dispombilidad de
medicamentos adecuados, para pacientes especificos. En este sentido, a pesar de los
profundos cambios gque s han producido en los dlumos afios en el modo de
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elahorzcion de las formas farmacéuticas, el drea de la farmacotecnia constituye una

parte fundamental del servicio de farmacia en el ambito hospitalanio,

En general, desde este ambito, sc aspim a satisfacer las demandas de determinados
pacientes, que preseotan requerimientos especificos para su tratamiento, en cualquier
momento ¥ con independencia de las disponibilidedes del mercado farmacéutico, de
maodo @l gque se les garantice la provigion de medicamentos en formas farmacéuticas
adecundas a sus necesidades ¥ con un mivel de cahdad apropiado (Anas ct al., 1992;
Herreros de Tejada, 1997). Hasta hace pocos afios, atender a esta demanda implicd
afrontar la elaboracion de la totalidad de los preparados farmacéuticos. Sin embargo,
en la acmalidad, el desarrollo de la tecnologia farmacéutica y, sobre todo, el ngor
creciente en cuanto a requenmicnios de colidad por parte de la autondad sanitaria, ha
enide como consccuencia que, eén el ambite hospitalario, la elaboracion de
medicementos se circunscriba esencialmente a la preparacion de formulaciones no
disponibles en el mercado; es decir, las gque no son producidas por la mdustna
farmacéutica. Ademads, se suma la necesidad de la manipulacion o readecuacion, cn
condiciones que garanticen la correcta wtilizacion, de las formulaciones suministradas
por i industria, para adaptarlas a las necesidades particulares de cada pacienie. En
consecuencia, dentro de las diversas actividades del drea de la farmacolecnia
hospitalaria, algunas de estas se circunscniben a la elaboracion y control de una sene

de formulaciones normalizadas y extemporineas (Anas ctal., 1992).

Por lo expuesto, existen diferentes razones, por las cuales, desde la macotecnia
hospitataria, s¢ pueden ofrecer servicios farmacéuticos a la comunidad (Herreros de

Tejada, 1997}, dentro de los cuales se pueden mencionar:

¢ La necesidad de adaptaciones de formas farmaceuticas o dosis de
medicamentos  disponibles  comercialmente, a los fnes de atender
requerimientos especificos de pacientes, en relacion con su patologia, edad
o dificultad en la aplicacion de L2 presentacion comercial onginal.

* La necesidad de un paciente de que se le summistre una formulacion no

disponible comercialmente, pero que se cncucnira  descripta en

farmacopeas o ka bibliografia cspecializada,

# La preseripeion “off label™ de un deferminado F, para atender una
enfermedad para ¢l cual éste no ha sido regisirade o descripto por la

autoridad sanitaria para dicho uso,
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La elaboracion de una formulacion extemporinea no cstd cxenta de ricsgos.
Cualquier error en la preparacion, puede dar lugar a serias consecuencias, ya sea por
nesges de contaminacion microbiologica, problemas de estabilidad del F en la
formulacidn, errores en la dosificacion, entre otros. Por este motive, debe ser
realizada v supervisada por un profesional farmacéutico. A su ver, so hace
imprescindible la gencracion de un protocolo para cada uno de los procesos
implicados en la preparacion, en donde se contemple la aplicacion de enterios de
calidad en todas v cada una de las operaciones necesarias, lo que incluye el registro
de los ingredientes o componentes utilizados en cada preparacion, sus cantidades v

los respectivos controles de calidad.

La utilizacion de F codificados en farmacopea, permite la elaboracion de
formulaciones magistrales' seguras, eficaces v de calidad, Como se menciona en el
Anexo [, el BE solo se encuentra codificado en la Farmacopea Internacional (World
Health Organization, 2015b) v, recientemente, se¢ ha sceptado la propuesta elevada
para la incorporacion de éste en la Farmacopes Arpentina.

Dentro de los procesos necesarios a llevar cabo pama la elaboracion de una
formulacion extemporinea, se encuentran los estudios de estahilidad v el andlisis de
los perindos de caducidad de las preparaciones vy, ademds, es necesario establecer el
proceso de produccidn, las condiciones de almacenamiento v las especificaciones
para la ulilizacion de la formulacion. Los estudios fisicos, quimicos v
microbioldgicos actian como pardmetros de control de calidad en la preparacion de
farmulas extemporineas con la seguridad requerida.

Por su parte, las formulaciones liguidas orales de medicamentos destinados a
pacientes pedidinicos prematurcs, neonalos ¥ lactanies, asi como de formulaciones
masticables para los nifios, acompafiadas de uwna adecuada informacion en cl
momento de su dispensacidn, fEcilian significativamente su  administracion ¥
aumerntan la seguridad del tratamiento en los pacientes receptores. Ademas, dada iz
poblacion etaria 2 la que estan dingidas, las caracteristicas organolépticas, en especial
el sabor, deben ser parimetros a considerar, en términos de palatabilidad, para
propender la aceptabilidad de las formulaciones desarrolladas, por pane de los
pacientes (Dicz-Gandia et al., 2010).

! S enviende por medicamenio magisiral @ Todo medicamenio prescriplo en e receln magisiral poeg un
paciente individuelizads, porieriormesre preparads, envasods ¥ rotuiede por ws Farmacéutioo oo ef
tabaraiorn de sn Formacia v dispensado en lo mizma (Farmocopea Argentine, 20040
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En este contexto v sobre la base de los lineamientos que establece la imicmtiva

Drugs for Neglected Diseases (DNDi), se propuso desarrollar formulaciones
pedidtricas de BZ, para el tratamiento de la poblacion pediatnica en general, a los
fines de dar respucsta a la demanda insatisfecha de medicamentos para ¢l tratamiento
de la enfermedad de Chagas en dosis v formas farmacéuticas adecuadas (Chatelain &
losel, 2001} De este modo, sé aspirn a contribuir a k& farmacolerapia de
medicamentos no disponthles comercialmente v dar respuests a la problematica social

de la poblacion mas susceptible.

PARTE I: SUSPENSION EXTEMPORANEA DE BZ

6.2. Materiales y Metodos

6.2.1. Materiales

Para ¢l desarrollo de fa suspension se unlizaron todos excipienies que se
encuentran incluidos en la base de datos de la ULS. Food and Drug Administration y
forman parte de la lista GRAS (generally recopnized ax safe), tales como agentes
humectantes, agenles de suspension o viscosanies, endulzantes, agentes floculanies,
conscrvadores antomorobianos, colomantes v sabonizantes (Chaterjee & Alvi, 2004

La suspensiom fue prepareda a partir de los comprimidos comerciales que
contiecnen BZ en dosis de 100 mg (Radanil®, Lote RJ0357, Roche. Argentina).
Ademis, se utilizaron las sigmentes como excipientes! Tween" 80 {Lote 1B2/04,
Parafarm”™, Argentina), carboximetilcelulosa  sodica (4000 P, Lote
00340300332/010, Parafarm”, Argentina), acesulfame de potasio (Lote 20070203,
Parafarm®™, Argentina), metilparabeno (Parafarm®, Argentina), propilparabeno
{Montreal®. Arpgentina), saborizante solide de sabor banana (Lote 0200145451,
Parafarm”, Argentina), saborizante sélido de sabor frutilla (Lot BNODD 7824,
Parafarm”, Argentina), colorante Sunset vellow (Lote T7680709, Parafarm®,
Argentina), NaCl (grado PA, Lote 59599, Cicarelli®, Argentina).

Los reactivos v solventes ulilizados fueron: agua destilada, HCI 37%% P/T* (Lote:
18581-1, Anedra®, Argentina) y KCl {Lote 59259, Cicarelli®, Argentina).

6.2.2. Preparacion de la suspension de BZ al 1 %,

Se prepararon seis lotes de 900 mL cada uno, de una suspension de BZ al 1%, de
acucrdo al detalle que se presenta en la Tabla 6.1, que corresponde a la formulacion
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optimizada. Cabe destacar que previamente, se llevd a cabo un exhauostivo estudio de

preformulacion, para establecer las proporciones optimas de cada uno de los

excipientes,

El procedimiento de preparacién fue el siguiente: %0 comprimidos de Radanil® se
molieron en un morero ¥ se mezclaron con 0.9 g de Tween®™ 80, y 90 mL de agua
destilada. En paralelo, se midieron 6.3 g de carboxmmetileelulosa sodica v se disperso
en 400 mL de agua destilada, bajo agitacion con calor moderado (~ 40 °C), hasta
completa homogenizacion, Esta dispersion se coloch en ¢l mortero v se malaxd para
mezelar adecusdamente los componenies de lo formulacion. Luego se incorpord el
resto de los excipientes en polvo, bajo constante malaxado, para favorecer la
homogemzacion de la suspension.

Finalmente, la mezcla fue trasvasada a una probeta graduada de 1000 mL y se
enrasd a volumen final de 900 ml. con agua destilada, que fue lentamente

ingorporada. Se agité la probeta para mesclar adecuadamente v la suspension se
envast en frascos de vidrio inactinicos de 50 mL y s¢ almacend.

En toial se prepararon 108 envases con 50 mL de suspension cada uno,
comespondientes & los tres los desarrollados, los cuales fueron almacenados en dos
condiciones predeterminadas: temperatura ambiente ¥ bajo refrigeracion en heladera.

6.2.3. Evaluacion de Ia estabilidad fisica de la suspension

Para llevar a cabo ¢l estudio de estabilidad, cada lote fue dividido en dos grupos de
54 envases cada uno, los cuales fueron almacenados en condiciones de femperatura
ambiente ¥ bajo refriperacion, (25 + 2) y (5 + 2) °C, respectivaments. Todas las
muestras  fueron correclamente rotuladas, para la adecusda identificacion, y se
almacenaron durante 90 dias. Se¢ tomaron muestras de cada lote a los dias 0, 7, 15, 30,
60 v 2. Todas las determinaciones s¢ realizaron por triplicado v los resultados s¢
expresan como el promedio v la desviacion estandar.

La estabilidad fsica fue definida como la ausencia de cambios en el color, olor o
sabor v la facilidad de resuspension de la torta formada (producto de la decantacidn
de la fase dispersa de la suspensidn), medianie una agitacidn manual duranie 15
segundos (LUSP33-NF28, 20010). La estabilidad fisica fuc cvaluada mediante la
inspeccidn visual, por microscopia Gptima, determinacion de la viscosidad dindmica
{ i v medicion del volumen de sedimentacidon (V).
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El analisis morfoldgico de las particulas de B en suspensidn se realizd por medio
de un  microscopio optico con filtros polanzadores (Olympas™ BX41, Japin),
equipado con una camara digital {Infinity Lumera”) para la toma de las imdgenes v
software especifico para su procesamicnto (Infinity Analize™, Release 5.0.2). Las

imdgenes se obiwvieron con un aumento de 100K,

La n de la formulacion fue evaluada a los dias 0 (formulacion preparada en el
momento), 15 ¥ W, en las dos condiciones de almacenamiento. Para la
determinacidn, s¢ wutilizd un viscosimetro rotacional (VT500, Haake”. Alemania)
equipade con sensores NV cilindro-copa, acoplado a una PC con ¢l software VT 500
3,00v especifico para el procesamiento de los datos. Durante las mediciones, las
muestras fueron lermostatizadas a 37 °C uwtilizando un cabezal de calentamiento
{Termo Haake, DC10, Alemania), montado sobre un bafo para tal fin.

Se realaron las curvas de Qujo en el intervalo de 0 a 60 rpm v 60 a 0 rpm, en 60
s, para cada segmento. La 7 se midio a velocidad de cizallamiento constante, de 60

rpm durante 60 & v los resultados se expresaron en centipoise (cP).

El V, s¢ determind mediante ol andlizsis de la relacion entre el volumen de
dispersion (torta) medido en diferentes tiempos (Vi) en faneidn del volumen oniginal

de suspension (V) contenido en el envase. Para esto, se utilizd la Ecuacion 6.1,

Vo= Ecuwacidn 6.1,

El ¥, fue determinado a tiempos predetermimados de almacenamiento: 0, 24 v 48
h, 7. 14 v ) dias

f.2.4. Estudios de la uniformidad de contenido de la suspension

La uniformidad de contenido en funcidn del tiempo fue evaluada mediante el
seguimiento de la concentracion de BZ en la suspension, luego de la redispersion de
la formulacidn mediante una agitacidn manual por 15 5 La cuantificacion de BEZ se
realizd por espectrofotometria U'V-Vis (Evolution 300, Termo Scientific, Suiza), a
324 nm, Para evaluar la uniformidad de contenido se tomaron muestras de cada lote a
los dias 0, 7, 15, 30, 60 v 90. Se tomd 1 mL de suspengion de cada lote se disolvid en
HCl 1 N v se realisd una dilucidn 1 en 10 en el mismo medio. Todas las
determinaciones sc realizaron por mplicado v los resultados se expresan como el

promedio v la desviacion estandar,
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6.2.5. Mediciones del pH de la suspension

Los valores de pH fueron determinados con un pH-metro digital (SevenMuola 540,
Mettler-Toledo, Suiza) equipado con electrodo combinado de Ag/AgCl (DG-115-
SG). Las mediciones se¢ realizaron & temperatura  ambiente. Previo a las
determinaciones, ¢l equipe fue calibrado con buffers de pH estindar 40; 7.0 ¥ 10,0
{Anedra®, Arg.) en modo de compensacion de temperatura automdtico,

6.2.6. Estudios de la estabilidad microbiologica de la suspension

La estabilidad microbioldgica de la suspension de BZ fue realizada a los dias 0,

30, 60 y W0 para las suspensiones que se almacenaron a temperatura ambiente.

Las muestras fucron sometidas a evaluacion microbiologica para determinar si
cumplen con los atnbutos microbiolégicos de “prodoctos farmacéuticos no
necesariamente  estériles”, para los cuales s¢  establece wun  recuento  de
microorganismos aerobios tolales inferior a 102 unidades formadores de colonias
(UFCymL, total de levaduras/moldes combirados por debajo de 2 UFC/ml ¥
auscncia de Preudomonas acruginosa, Staphylococeus aurens, Escherichia coli y
Salmonella spp. La evaluacion microbiologica se realizd de acuerdo con los métodos
que se encuentran codificados en la Farmacopea de Estados Unidos (USP33-NF2R,
20000: Microbiological Examination of Non-sterile Products: Microbial Enumeration
Test 61> and Tesi for Specified Microorganism <62>_ El contenido limite de
microorganismos s determing de acuerde a los hincamientos del método <1111
(USP33-NF28, 2010) vy la disposicion 7667 de la Administracion Macional de
Medicamentos, Alimentos v Tecnologia Médica de Argentina (Administracién
Macional de Medicamentos Alimentos ¥ Tecnologia Médica, 2010), Estos estudios, se
realizaron en ¢l Centro de Quimica Aplicada (CEQUIMAP), Facultad de Ciencias
Quimicas, Universidad Macional de Cordoba.

5.2.7. Estudios de disolucion de BZ desde la suspension

El ensayo de disolucion de BZ se realizd desde las suspensiones a tiempo 0
(inmediatamente preparada) v 90 dias.

Se utilizd un equipo de disolucién-USP (Disolutor AT 7 Smart SOTAX®, Suiza),
aparato 2 0 método de paletas a 75 rpm (USP33-NF28, 20100 y (37, 0+ 0,5) °C.

Previo al micwe del cnsayo, los medios Tueron desgasificados. El medio de
disolucion utilizado foe HCL 6,1 N, en un volomen de 900 mL. Durante ¢l ensayo, se
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tomaron muestras prefiltradas de 4 mL, a mtervalos de tiempo predeterminados, v se

realizi la reposicidn con cantidades equivalentes de medio fresco termostatizado. La
concentraciin de BZ disochio se determind por espectrofotometria UV -visible a 2% -

324 nm, que corresponde a la longitud de onda de maxima absorcion.

Ademas, se evalud la disolucion de los comprimidos comerciales de B
{Radanil™} que fueron utilizados como referencia.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se graficaron los perfiles de
disolucion de BZ, como % disuelio de BZ én funcidn del tiempo.

6.3. Resultados

Come se puede observar en la Tabla 6.1, diferenies excipientes fueron utilizados
para formular la suspension liguida de B2 al 1 %. Todos son excipientes considerados
como scguros para su uso en pediatria (Fabiano, Mameli, & Zoccord, 20010 La
suspension se obtuvo mediante un proceso sencillo v reproducible. Cabe destacar, que
en la formulacidn final, ademds de los excipientes adicionados para obtener la
SUspension, se encueniran presentes los excipientes que forman parte de los

comprimicos comerciales de Radanil”.
Tabla 6. 1. Composicidn cuali-cuaniitativa de la formula de la suspension de BE

Proporcien
4 ]

Caterors funcional

Componentes

i ¥ {eq‘iitr:ilenle ald |00 [ngmdif:ﬂtr: farmacéutico
comprimidos) activo [ Ermasco)
Tween BO 0.10 Agente humectanic
;;ﬁl;t‘mﬁuimeﬂl:elulmn 0.90/0.70 \::;:‘li:;:ﬁ;:::nﬂ:f
Metilparabeno 02 Conservante antimicrobiano
Propilparabeno 0,02 Conservante antimicrobiano
Acesulfame-K 0,05 Agente edulcorante
| Saborbansna (polve) 200  Agente saborizante
' Sabor frutilla (polve) 200 Agente saborizante
.FCHurlnl.e Sunset vellow c_.a. Colorante
| Agua destilada c.s.p. 100,00 Vehiculo

o8, (elica caniided saflcheme v osp ndice cantidad suffeiente para
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En cuanto a log caracteres organolépticos, la suspension presentd coloracion

amarillo-anaranjada, conferida por ¢l colorante wtilizado, con particulas dispersas
uniformemente v, en los tempos evaluados, no se detectaron cambios de color, olor o
sabor,

En la Tabla 6.2 se presentan los parametros de lo estabilidad fisica y de la
uniformidad de contenido de las suspensiones, almacenadas hasta los 90 dias, en las

dos condiciones de almacenamientio evaluadas.

Las mediciones del V. en las formulaciones, permitieron evidenciar una leve
disminucion entre los dias 0 y 7 (Tahla 6.2), Después de los 7 dias, el ¥V, permanecio

relativamente constante en el tiempo, hasta los 90 dias.

La Figura 6.1 s¢ presenta la camcterizacidn morfologica, mediante el andlisis
microscipico realizado a la suspension, en presencia v ausencia de lue polanzada. En
las imdgenes se pueden observar las particulas de BZ suspendidas, las cuales
presentan una distribucion uniforme, con amafios de particalas adecuados, en el
rango de 35 a 63 pm (Buontempo et al., 2010). La forma y el tamafo de las particulas
en suspensidn s¢ mantuvicron cstables durante todo ¢l Hempo de almacenanmento.

Tabla 6.2, Pardmetros fIsicos, guimicos v microbiclogicos analizedos pura la suspension
de BZ. hasta fox W0 dias de almacenamiento, en las dos condiciones de almacenamiento
evaliadas.

Parametros T
evalumdos (20

Tiempn de almscenamien o {diis)

T 15

BT | 25 2.0 :ﬂ,'.'l' 1EL'!:_H + 0,8 Ilﬂ,ﬂ + (T 14 6.7 | 9952 0.7 |

P 1. T £ 06 1

(% +DE) | 5 L0 £ 08 | 100705 1004 1 9+ | g+l |

| 25 5,634 0,05 | 5,562 0,05 554 £ 0,07| 553 £ 0,06 |5,50 & 0,06/

pHEDE 1 5.63 20,06 - ~— '

| 5 5594005 (5,510 + 005557+ 0.04] 555+ 0,04 555+ u.m!:

" | 25 - | 6943 E E el+d |

— Ti&3 ]

imPa.s  DE} 4 = | 6743 e - 59&3 |
{:'l'rl‘::rl::i::l: 15 DEgukive n.=_|!|:q1i1.'|:| nq:aﬂ:i'l.'-n negsliva

v, |25 [o2sc0m 0205001 [0 020m] - 3 0,20 + 0,02

n R@ﬁere_ﬂm.f';l temperatura de almacenamiento de las suspensionss.

Loy resuliados e expresan como ef promedio de las mediciones y la desviacion estdndar
(D}

* Cantidad de B expresada como porcentaje, respecio de la concentracion inicial en fo
SUSPETion.

" Fx medido luego de 20 h de la preparacidn de la suspension.
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En la Figura 6.2 s¢ presentan las curvas de flujo, donde se grafica ¢l ¢sfuerzo de
cizallamiento en funcidon de la velocidad de cizalla, tanto para las suspensiones
preparadas en el momento, como para aguellas almacenadas durante 90 dias, bajos las
dos condiciones. Las curvas mostraron flujo caracteristico, de tipo pseudoplastico
Las curvas ascendentes (ida) v descendentes (vuelia), praciicamenic sc superpusicron,
lo gue sugicre una tixotropia (recuperacion dependiente del tempo del flujo) estrecha
o insignificante’. Los valores de viscogidad de las suspensiones, lucgo de los 90 dias
de almacenamiento, fueron levemente infenores a los de las suspensiones preparadas
en el momento (Tabla 6.2). Sin embargo, los cambios observados en la viscosidad
fueron minimoes ¥ no conducen a cambios significativos en la calidad de la

formulscion

-Ilﬂll;..p.‘ﬁ-‘vl

Py
L

Figura 6.1, Imigenes obltemdas por microscopia aptica £ 10X} de la suspensidn de BE desasrollada
por reformulaciin de los comprimidos comerciabes, en pusencin (imogen de o izguwierda) y

presencia de lwe polarizada (imagen de |a derecha)

IS0
0NN ﬁ E E ] B
B g
= g E_ &
z [ b n
g i by
e eI I i E- B
3 f,5t
b ] i .
= o
E LRI i_
__E E o i & lasspaeiseiik dia 0 (k)
E 4 0 Suspension dia O (euelia)
EE -] = Susspeisiin i 0 el (adap
f o o Busspeicidon din 90 hel [ixlap
- B & Hispomsian dis 90 gmb {ida)
- & !'itl-.ﬁdlﬂ.'ml-\.lll idin 00 momuh | v lis)
i i T80 kT ]

Velncidsd de cizsils (10}

Frgura 6.2, Curvas de (hgo de b saspensiongs de B, prepamidas a partir de bes comprimidos
comercinles, almacenadas durantc H dias a sensperatura ambicnte Jamb) v en helsdera (held v

frescas o recién preparadas (dia O).

Y &b entivade por Nvaltrapls o wia dissimscion de id Weooridad anle un delerminado eviré, geguide por o
recyperacion grodu de b viensided oo of exindy o eliminndo (Figeow, Magmin, & Plag, 955)
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En todos los casos, las  suspensiones almacenadas fucron  Ficilmente
redispersables, luego de una agitacion manual durante 15 s, lo que permite asegurar la
uniformidad en la dosificacion y es indicativo de la reversibilidad de la torta v de la
estabilidad fisica de la suspension,

6.3.1. Evaluacion de la uniformidad de contenido y pH

La evaluacion de la uniformidad de contenido, permitid evidenciar una aceptable
redispersion de la suspension de BZ en todas las muestras y la concentracion de BZ
sc presentd, en todos los casos, con un valor aceptable y con minimas variaciones
{Tably 6.2). S¢ observd una leve disminucion de la concentracion de BZ en funcidn
del tiempo; sin embargo, en (odos los casos de cuanfificd un porcentaje de BZ > 98
%, en un volumen de dosificacion adecuado (5 mL), durante un periodo de, al menos,
90 dias. Ademds, la suspensidn sc mantuvoe sin cambios de pH v presentd valores
higeramente dcidos, comprendidos entre 5,0 v 6.8,

£.3.2. Evaluacion de la estabilidad microbiologica

El andlisis microbiologico permitid determinar que las suspensiones almacenadas
a temperatura ambiente (condicion mas desfavorable) no presentaron crecimiento
microbianoe., de ninguno de los microorganismos evaluados, en el intervalo de tempo

de almecenamicnto estudiado, lo cual se expresa en la Tabla 6.2 como “negalivo”,

6.3.3. Evaluacion de la disolucidon de BZ desde las suspensiones

La performance comparativa de la disolucion in wvitre de BZ desde las
suspensiones ¥ desde los comprimidos comerciales disponibles, sc presenten en la
Figura 6.3. Como puede observarse, la disolucion de BZ desde las suspensiones es
total () (cantidad)=100 %) antes de los 15 min, mientras que la disolucion de BZ
desde los compnmidos comerciales intaclos no alcanza el 50 % en el mismo tempo
(15 min). Complementariamente, s¢ observa una disolucion més ripida desde los
comprimidos pulverizados (simula lo que ocurre en la praciica climica) respecio de los
intactos, pero ésta alcanra el total disuelio luego de los 30 min (Q e, = 30 min). Sin
embargo, & los fines de la comparacion entre los perfiles de disolucion, los
comprimidos pulverizados son més adecuados para referenciar, respecto de la
suspension, va que es la forma en la que actualmente se dispensan.
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== Buspension dia
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Figura 6.3, Perfiles de disolucion de BE desde las suspensioncs frescas (dia 0, v almacenadas
luego de 90 dias, lanio a emperaiura ambicate como en beladera. Se presenia ademis el perfil de
disobucidn de BZ desde los comprimidos comerciales de Radanil”™ mtactos v pulverizados.

PARTE Il: COMPRIMIDOS E HIDROGELES AZUCARADOS
MASTICABLES

6.4, Materiales y Méetodos

6.4.1. Maleriales

Como fike descripto en el capitulo 2 Principios activay ¥ excipiendes seleccionados,
el BZ fue extraido y purificado desde los comprimidos comerciales disponibles
(Raudanil” Lote: 110877, Roche, Argentina).

Ademis, sc emplearon excipientes incluidos en la base de datos de la U5, Food
and Drug Administration ¥ que forman parte de la  lista GRAS
{generally recognized ax safe). Los excipientes wtilizados fueron: polietilenglicol
(PEG) 400 (Lote NO603c, Parafarm®, Argentina), PEG 4000 (Lote NOS03c,
Parafarm®, Argenting), gelatina comercial sin sabor, ciclamato de calcio {Lote
BOG159.  Parafarm®, Argentina), sacarina sodica (Lote BYRI22, I"a.rall"arrn."r1
Argentina), acesulfame de potasio (Lote 20070203, Parafarm”, Argentina), jarabe de
alta fructosa (Lote 5643219, Parafarm”, Argenting), dcido citnco anhidro (Lote
000934, Parafarm”, Argentina), esencia de frutilla, esencia de banana, esencia de
menta ¥ esencia de cerezn (Parafarm®, Argentina), saborizante sdlido de sabor
banana {Lote 0200145451, Parafarm®, Argentina), saborizante solido de sabor frutilla
{Lote BNOOO17%24, Parafarm”, Argentina), saborizante solido sabor vainilla (BU
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60014624, Parafarm®, Argentina), colorante rojo, colorante Sunset vellow (Lote
T7680709, Parafarm®, Argentina), dcido oleico (Lote 060825, Parafarm®, Argentina),
Ac-Di-Sol” que fue gentitmente donado por Productos Destilados Argentina SAICYF
(Lote TN10821441, FMC Biopolymer®)manitol (Parafarm®, Argentina), lactosa
anhidra (Parafarm™, Argentina), Ludiflash™ (Lote 3688940600, BASF SE®,
Alemania), polivinilpirralidona (PVP) {Lote P14010S0002, distribuido por Drogueria
Frest SAICIA®, Dinamarca), Avicel” (PH 101 Lote 398174, Fluka®, Suiza), talco
{Lote 031203, Parafarm”™, Argeniina), Aerosil” y esiearaio de magnesio (Parafarm”,
Argenting)

Los reactivos y solventes ulilizados fueron: agua destilada, etanol absoluto anhidro
(Merck. Lote: 0211012), HCI 37% P/P (Lote: 18581-1, Anedra®, Argentina) y KCl
{Lote 59259, Cicarelli®, Argentina),

6.4.2. Preparacion de los hidrogeles azucarados masticables
(HAM)

I*ara la formulacion de los HAM se utilizd el método de gelificedo y moldeado por
temperatura. Luego de los estudios de preformulacion, se determind la composicion
cuali-cuantitativa de la formulacion optimizada. Sobre la base de ésta, s¢ prepararon
tres lotes de 50 unidades de HAM cada uno, con dosis de 50 mg de BZ, Para lo cual,
por un lado, el edulcorante natural (jarabe de alta fructoza) se disolvid en canbidad
suficiente de agua destileda caliente {aproxmadamente a 80 - 90 *C) v, luego, sc
incorpord lentamente el agente gelificante (gelating,) bajo agitacion constante a 500
r.p.m., hasta alcanzar una completa homogenizacion. Por otra pante, se disolvidé el BZ
en la mezcla de polictilenglicoles (PEG 400/PEG 4000) mezelados con el sorbitol v el
acido oleico, bajo agitacion a 500 rp.m. vy calor {aproximadamente a 80 — 20 “C).
Por dltimo, se efectud la mezcla de ambas soluciones en caliente, se dejo enfriar
levemente y se incorpord ¢l resto de los constituyentes de la formula, bajo agitacion
vigorosa, durante 1 h, Lucgo, sc realizd el vertido en los moldes y se dejd enfriar y
estabilizar durante 72 h, a temperatora ambiente. Finalmente, los HAM foeron
desmoldados v colocados en envases plastiicos transparentes con cierme hermético,
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6.4.3. Caracterizacion de los HAM

£.4.3.1. Determinacidn de la uniformidad de peso y de contenido en los
HAM

Para la determinacion de la uniformidad de pese. se midid la masa de 15 umdades,
seleccionadas al azar, de cada lote de los HAM preparados, para determinar fa masa

promedio v la desviaciin estindar comespondiente.

Para la determinacién de la uniformidad de contenido, se seleccionaron cinco
umidades al azar de cada lote de HAM v se disolvieron en 1000 mL de HCI 0,1 N bajo
sonicacion {Sonicador Ulrasonc™ LC 30H. Alemania), con el fin de asegurar la
completa disolucion del BZ. El  contemdo de BE  se  determind

espectrofotométricamente, a la longitud de onda de maxima absorcion (324 nm).

6.4.3.% Analisis morfolégico de los HAM

En analisis morfologico se realizd mediante microscopia, por medio de la
utihzacion de un  microscopio optico con filros polanzadores (Olympus™ BX41,
Japém), equipado con una camara digital (Infinity Lumera *) para la woma de las
imagenes ¥ software especifico para su procesamiento (Infinity Analize”, Release

5.0.2). Las imdgenes se obtuvieron con un aumento de 100X,

Esta determinacion se realizd para evidenciar la presencia de BZ, en forma de
cristales en los HAM v la distribucion de éstos, en las regiones inferior v central. Los
corles transversales de los HAM fueron realizados con un cuchilla. Las imagenes se
compararon con una referencia de BZ extraido y punficado desde los comprimidos

comerciales.
6.4.3.3. Estudios reologicos de los HAM

Se realizaron estudios reoldpicos pira. evaluar posibles cambaos de la plasticidad
de los HAM en funcion del tGempo, Para esto, se analizaron las propicdades
reclogicas {Reémetro Physica MCR 301, Anton Paar”, México) a los dias 1 y 15,
conzgiderados a partir del dia de formulacidn. Para la determinacidn, se utilizd la
peometria de platos paralelos § mm, termostatizados a 20 5C.

El rango de viscoelasticidad lineal se determind medianie un bamido de amplined
en entre 0,01 y 100 %. A partir de esta determinacion, se eligid una deformacion de
0.1 %4 Luego se realizd un barride de frecuencia v, a partir de este, se determinaron
los modulos clisticos ¥ viscosos (G’ v G'") ¥ In viscosidad compleja (n) on ¢l ungo
de 100 a 0,1 He {Log m). Cabe destacar que, G estd relacionade con las propiedides
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elisticas del matenal, GG*° hace referencia a las propicdades de viscosidad y califica la
disipacion de energia debido a un flujo viscoso, ¥ 1 hace referencia a la respucsta
ante esfuerzos de corte oscilatorio, A partir del médulo elistico y viscoso, se calculd
el ingulo de fase (tan &), como ¢l cociente entre G** y G', de acuerdo con la Ecuacion
6.2. A menor tan &, mas pronunciado cs el caracter elistico de la mucsira en relacion
con el caricter viscoso (Bonferoni, Rossi, Ferran, Bertoni, & Caramella, 1995).

G‘I“I-

s Ecwacidn 6.2,

tan & =

f.4.3.4. Estudios de disolucion de BZ desde los HAM

Se evalud la disolucion de BZ desde los HAM enteros y triturados con cuchilla,

para simular ¢l proceso de masticacion,

Las demds condiciones del ensayo fueron idénticas a las descriplas en el apartado
6.2.7. del presente capimbo.

f.4.3.4. Estudios de estabilidad de los HAM

Se evaled la estabilidad, a 30 dias, de los HAM, medianie ¢l andlisis de las
caracterisiicas organolépticas y por medio de la cuantificacion de BZ por
espectrofotometria UV-Vis a la longitud de onda de méxima absorcién (324 nm).
Adicionalmente, sc consideraron las propiedades reoldgicas de los HAM, luego de 15
dias de elaboracion, como otra medida de cstabilidad,

6.4.4. Preparacion de los comprimidos masticables

Para la formulacién de los comprimidos masticables se utilizd el método de
granulacion himeda (Vila Jato, 1997) con posterior compresidn (comprimidora
monopunzdn DS2¥, Talleres Sanchez, Argentina).

Para la preparacion, sc midieron odos los componentes de la formulacién v se
incorporaron en una mezcladora planctaria, donde se realizd una premezica de polvos
{con excepeion del talco y el estearato de magnesio), Esta mezcla se humectd, con
cantidad suficientc dc ctanol absoluto, bajo meeclado permanente, durante 30 min.
Luego, la mezcla se granualé mediante ¢l paso forzado de la masa himeda obtenida, a
traves de un tarmiz de malla 25 v ge secd duramte 2 h a 40 °C. Los grinulos scoos y
tipificados se procesaron durante 3 min, en una mezcladora de tipo doble cono, junto
con la cantidad necesaria de talco v estearato de magnesio, antiadherente y lubricante,
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respectivamente. Finalmente, se procedid a la compresion de la mezcla, utilizando

punzones circulares planos,

Las matrices v los punzones fueron seleccionados de acuerdo con la masa final de
comprimidos, en funcion de la masa total de BZ y excipientes. Para los comprimidos
de 100 mg de BZ se utilizd una matriz biconcava de 13,0 mm de diimetro, para los
comprimidos de 50 mg de BZ una matriz plana de 11,0 mm de didmetro, para los
comprimidos de 25 mg ¥ 12,5 de BZ una matriz biconcava de 7.0 mm de dimetro.

Una vez establecida la formulacidn optimizada, se desarrollaron comprimidos
masticables con dosis de 12,5; 25, 50 v 100 mg de BZ Se obtuvieron 200
comprimidos de cada formulacion.

6.4.5. Caracterizacion de los comprimidos masticables

6.4.5.1. Determinacidon de la uniformidad de peso v de contenido

Estos ensavos se realizaron de scouerdo a las especilicaciones de Farmacopea
Argentina, comrespondiente al texto <740> Uniformidaed de lax umidades de
dosificacion (Farmacopea Argentina, 2004). La determinacion de estos ensayos se
realizd dependiendo de la dosis de BZ en los comprimidos masticables, de acuendo a
las especificaciones farmacopeicas, Los resultados s¢ informan como cl promedio de

las determinaciones y su correspondiente desviacion estandar.

6.0.5.2. Determinacion de la dureza de los comprimidos masticables

La durczn de los comprimidos fue determinada en un Durometro (DU4, AVIC,
Buenos Aires, Argentina), de acuerdo a las especificaciones de Farmacopea
Argenting, texto < /061> Friabilidad y dureza de compeimidos (Farmacopes
Argentina, 2014). Se evalud la fuerza requenda para producir la ruptura radial de un
comprimido, al aplicar una fuerza diametral. Las mediciones fueron realizadas en N =
10 comprimidos v los resultados se imforman como el promedio de fas 10

determinaciones v su comespondiente desviacion estandar.

6.4.5.3. Determinacion de la friabilidad de los comprimidos masticables

La friabilidad de los comprimidos se determind para establecer gue esto no
experimentan dafio o muestran evidencias de laminacion/ruptura, cuando se someten
a un estrés mecanico. Este ensayo de realisd de acuerdo a las especificaciones de
Farmacopea Argenting, texto <[/060> Frighilided y dwreza de comprimidos
{Farmacopea Argentina, 20104) . Para csta determinacion, s¢ midio con exactitud una
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masa de aproximadamente 6,5 g de comprimidos, previa eliminacidn de las particulas

superficiales de polvo, con ayuda de un cepillo. Los comprimidos fueron colocados
suavemente en ¢l tambor def friabilometro (Equipos Farmacéuticos) v se los sometio
a estrés v friccion, mediante la rotacion del tambor a 25 rpm. ¥ 100 vueltas,
Finalmente, los comprimidos se retiraron del cquipo, s¢ eliminaron suavemente las
particulas de polvo residuales y se procedid a determinar la masa nuevamente, de los
comprimidos gue permanecieron intactos. El %% de fabilidad se caleuld de acuerdo
con la Ecuacion 6.3.

e Friabilidad =

miasa imicial de mrrrpnmldm {antes de la mt.u.cfifm} <100 Ecawcion 6.3,
masa final de comprimidos {wego de la rotscion)

6.4.5.4. Ensayo de desintegracion de los comprimidos masticables

Dado que no se dispone de un ensayo de desintégracion codificado para
comprimidos masticables, para detcrminar la desintegracion espontanca dec los
comprimidos, se realizd la evaluacion en condiciones estiticas, tal como ocurriria
cuando Estos entran en contacio con los fluidos bucales. Para realizar este ensayo se
colocd un comprimido en una placa de vidrio {tipo de Petri) con cantidad suficiente
de agua, termostatizada a 37 °C, para cubrir la totalidad del comprimido (- 40 mL).
5¢ determing ¢l tiempo trascurrido hasta la disgregacion total ¥ sc tomaron
fotografias a intervalos de tiempos predeterminados (2, 5, 15, 30, 60 v 120 s) para
evaluar 1a evolucidm temporal del comprimido en estas condiciones, Las mediciones
fueron efecteadas por quintuplicado para cada lote y se caleuld el tempo medio de
desintegracidn v su desviacion estindar.

6.4.5.5. Estudios de disalucion de BZ desde los comprimidos masticables

Se evaluo la disolucion de BZ desde los comprimidos. Para lo cual se ubilizd un
equipo de disolucion-USP (Disolutor AT 7 Smant SOTAX", Suiza), aparato 2 o
método de paletas a 50 rpm (USP33-NF2K, 2010} v (37, 0+ 0.5) °C.

Las demas condiciones del ensayo fueron idénticas a las descriptas en el apartado
6.2.7. del presente capitulo,

6.5. Resultados

Como se puede observar en las Tablas 6.3 v 6.5, para formular los HAM ¥ los
comprnmidos masticables, se utilizaron diferentes excipientes calificados como
scguros (Chatterjee & Alvi, 2014; Fabiano et al., 201 1) para su uso en pediatria.
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En el caso de los HAM, durante Ios cstudios de preformulacion se desarrollaron

siete formulaciones diferentes, en donde se vario la proporcion de excipientes (Tabla
f.3.), con el énfasis pueste en mejorar ¢ sabor, la plasticidad, la masticabilidad, la
homogeneidad v el aspecto visual de las formulaciones, como asi también, se evalud
la contraccion de los HAM dentro de los moldes durante su secado v consolidacidn.

Tabla &3, Compasicion de fax sicle formmlaciones preepraradas (F1-F7), o lox estudios
de preformudacian, bajo la forma de hidrogeles azwcaradox masticables (FAM), en diosis
o S0 mg de BE para vvo pedidivicen ®. Loy caniidades de cada companenie se expreiin &n

o respecto del il de excipienles wtilizodos,

Companentes

(relatina 1,15 11,4 114 114 114 114 114
Jarahe de alta frectosa 38,57 3857 3857 3HAST 4343 43431 4343
Apun 16,53 1653 1653 1653 16353 (653 1653
PEG 400 2568 2543 2543 2543 042 1732 194
PEG 4000 : - - - - a1 102
Ciclamate de calcio 1 0.1 0.1 0,1 0.1 i1 0.1
Sacarina sodica 02 02 o1 01 01 o1 01 |
Acesulfame-K 025 025 035 035 035 035 035
Acido citrico g 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9
Esencia de banana 331 331 331 - : . -
Esencia de frutilla - - 3 - - - -
Esencia de cerezs 331 331 - - - - = |
Esencia de menta - - - CE C.8. . S |
Saborizante de banana - . - 331 - - -
Saborizante de frutilla - - - 331 - - -
Saborizante de 1hll.ll:li.lll_ - - - - 6,77 67T 677
Color .5, .5 C.5, .5, 5 .5, £.5,

| HAM prevenis wra moava de aprocimedamenie 185 g v contiene 360 mg oe B2

con,” camiidad suffciense

A partir de los estudios de preformacion realizados, se arribd a la formulacion
optimizada, la cual presenta en la Tabla 6.4, en la cual se evidencia la incorporacion
del Gcido oleico como excipiente, va que de este modo la formuobicion oblenids

presento las caracteristicas deseadas,

Estas formulaciones, contienen dosis pedidtricas de BZ y formas farmacéuticas
wdecuadas para ¢l tratamiento de los pacientes perfenecientes a osta poblacion ctaria,

por lo gue facilitarian su administracion.

Figrlna 2



Tabila 6.4, Composicion de fa formulacion opfimizada ajo la forma de hidrogeles
azucarados mastucables (HAMY), en dosiz de 50 mg de B2 para uso pediatrico®. Las

cantidades de coda componente se expresan en % respecto del total de exciplentes
utilizados,

Foarmubasion eptimizada
ile los FLAN]

..l'llllrll.ll'll.'lll'l'\

Gelatina 11,08
Jarabe de alta fructosa 42 24
Apgua 16,08
PEG 400 11,57
PEG 4000 i},
Ciclamato de calcio 0,10
Sacarina sodica 0.10
Acesulfame-K 0,34
| Acidocitrico 088

Serhitol 3,66
Acido oleico 3,66
Esencia de menta C.5,
Saborizante de vainilla 6,58
Colorante Sunset vellow . _c._r..

*! HAM presenta una masa de aproximadamente 85 g v
corieae 5 pig de BE
.4, Feftere o cantidad suffclente
En cuanto a los caracteres organolepticos de ambas formulaciones, se evidencid
que Egtas presentan un aspecto homogéneo, coloracién amanilo-pilido (conferida por
el colorante utilizado), sdecuado sabor ¥ Oplimas carscleristicas de plasticidad v
masticabilidad. En la Figura 6.4 sc presenta una lotografia de los HAM obtenidos.

Los pardmetros de calidad evaluados vy los resultados obtenidos para los HAM se
presentan en fa Tabla 6.7,

Figura 6.4, Folografia de los HAM contenidos en los blister en donde son moldeados.
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6.5.1. Evaluacion de los HAM

Como se pucde observar, los HAM presentan accptables caracteristicas de
uniformidad de peso v contenido, segin las  especificaciones  gencrules de
Farmacopea Argentina para cualquier forma [armacéutica (Farmacopea Argentina,
2014), ya que los valores oblenidos se encuentran dentro de los rangos establecidos,

En analisis morfologico mediante microscopia Optica, bajo ¢l efecio de ba lur
polanzada, permitio determinar que ¢l BZ se encuentra cristalizado en los HAM, pero

disinbuido umformemente, La forma de cristalizacion es bajo Fa forma de cristales

aciculares, caracteristicns del BZ (Figura 5.5)

Tabla 6.5 Parameiros de calidad Grmaeniéonica v Sofarmacdutica in vitro de fos HAM

Formulacion aplimizada

Pardmetros estudindos

de los HAM
[ Uniformidad de peso [o <5 ".-"’i]' (1,624 L'IIJI:’:I]- B
| Uniformidad de contenidoe [47.5 - 55;“:' (52 1) mg
[ Fug:;.'-n d-n,-*._&_iﬁnlul:iﬁ_n [Qus= ffl]_fninf’ <30 min

* mtervale Mmite mavimo de sceptohilidad de code pardametrs estudiodo, vepia
expecifivacionss preextablecidas de caliclad pave ef prodicio ferainads. Eoof
curser de n wniformidad de correnido equivale al U5 - 10 % de o cantided de
H'_.-"r il |'|.||"||'||r:|

Corte del sector Corte del sector
central de los inferior de los
HAM HAM

Figura 6.5. Insigenes de microscopia dptica con fuz polarizn obiensdaz para B2 puro v pura dos

secciones diferentes de los HAM.

En andlisis reologico permitio determinar gue se¢ produce un leve incremento en el
médulo clistico v viscoso, al igual que en la viscosidad compleja, cuando se compara
el dig 15 con el dia 1. Ademds, puede observarse gue para los ires parimelros
estudiados, el comportamiento es lineal cuando de grafica el logantmo nepenano de

los parametros en estudio (Figurs 6.6)

En la Tabla 6.8, se presentan los resultados obtenidos del analisis de las pendientes de
tas curvas Ln G, Lo G v Lo n en funcién del Ln frecuencia angular. Como poder

pheervarse las vanaciones en las pendientes entre los dias 1 v 15 son inferiores al 5 %



" &

cn todos los casos. En particular, para Ln 7, se observa un leve incremento de la
pendiente: en tanto que, para Ln G, se observa un minima, casi despreciable

disminucion de fa pendiente, o gue conlleva una leve dismimucion de la tan &,

' 5 " 121
4
4
1lll
gpreety

TR
t s (' HAM al dia |
¢ t l_ ¢ 0 G HAM al dia 15
ettt $ t, G HAM al dia 1
3 ¢4 G HAMaldi I3
i * nHAMalde |
51 o nHAMaldia 15

] | n T

-4 -2 0 2 4
Ln frecuencia angular (Lo 1/5)

-le el
= M

|
ol ol

In G, G,

ﬁ;qn 6.6, Marsmetros m,:lll:'lgu;m: evitluados: muodulo eldstico Hfi"} [I’.a]', R T el |'ﬁ"':| IFa._I y
viscosidad compleja (1] [Pa.s] en funcidn de la frecuencia anpular, a bos dias | y 15 dias de la
formmelacidn de los HAM,

En los ensayos de disolucion presentados en la Figura 6.7, se puede observar que,
tanto los HAM enteros como los triturados. que simulan §a masticacion previa a la
deglucion, presentan una disolucion de BZ completa (mas de 85 %) antes de los 30
min del ensayo. Asimismo, transcurridos los 120 minuios, se disolvid el (99 = 1) %
del BZ total contenido en los HAM, fanto enteros, como trturados v los perfiles de
disolucion de ambos, a partir de los 45 min, se presentan practicamente superpuesto,
Ademnas, se puede observar que desde los HAM el BZ se disuelve marcadamente mas
rapido que desde los comprimidos de Radunil ™.

Tabla &.6. Parametros realogicos de los HAM preparados expresados come la pendiente
de la grifica de Lo 'y Ln G v& La frecucncia angular y el valor de [a fan 4. Low
resnitltadas se expresan comoe el promedio de las tres deferminaciones v su

correspondiente desviaciion estdadar

i de

L €y’ lam o

ETSAY
| 0,16+002 0352002 212+004
15 017 £001 034+ 0.0l z.nhu,uz;
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Figura 6.7. Perfiles de displucién de BZ desde los HAM enteros y triturndos, en comparaciin co
¢l petfil de disobucidn de BZ desde los comprimidos comerciales de Radanil®.

6.5.2. Evaluacion de los comprimidos masticables

Se  desarrollaron  seis  formulaciones  diferentes, durante los  estudios  de
preformulacidn, en donde se varid la proporcion de excipientes (Tabla 6.5), para lo
cual se consideraron las caracteristicas finales de los comprimidos masticables
obtenidos, en términos de dureza y frisbilidad A partir de los estudios de
preformacion realizados, se aribd a la formulacién optimizada de los comprimidos
masticables, la cual se presenta en la Tabla 6.6, ¥ se desarrollaron diferentes lotes de
comprimidos con dosis de 12.5; 25; 50 y 100 mg de BZ.

Durante la claboracion de fos comprimidos masticables, se observaron adecuadas
propicdades reoldgicas o de flujo de sdlidos, durante el proceso de compresion y el
rendimiento total de obtencidn fie adecuadn, con mimimas pérdidas durante el

procesamiento (rendimiento = B0 %, respecto de la masa inicial de sélido).

En la Figura 6.8 se presentan las fotografias de algunos de los comprimidos
pbtenidos, en donde se puede evidenciar su diferente tamafio, dependiente de la

cantidad de BY gue contiene coma dosis,

Fagina 214



e @

Tabla 6.7. Compasicidn de las seis formulaciones preparadas (F1-F6), en los extudios de
preformnslacion, afo la fvma de comprimidos masticables en dovis de 50 mg de BE pwara

uso pedidtrico. Las canlidades de cada componente se expresan ef % respecto de total de

excipientes utilizados.

Componentes

Manitol 400 41,0 350 280 - 41,0
| Lactosa anhidra 3483 3433 237 287 5 34,3
' Ludiflash® . . - - 71,3 -
Ac-Di-Sol* . 50 S0 20 100 50
Polivinilpirrolidona - = - 3.0 ; 2
Avicel™ 6.0 - - - - -
Taleo - - - 20 - -
Acesulfame K 0,5 05 05 05 0.5 0,5
Aerosil® 1,0 1,0 10 10 - 10|
Estearato de 1,5 1,0 1,0 1,0 1.0 1.0 |
| ___symcin > |
Saborizante de 0,5 05 05 05 0.5 0.5
vaimilla

']

Tabla &8 Composicidn de la formulacidn optimizada bajo la forma de comprimidos
masticables en dosis de 30 mg de BZ para uso pediairico, Las cantidades de cada
componente s¢ expresan el % respecto de total de excipientes wiilizados.

Formulacion optimizada de
los comprimidos masticables

Componentes

Manitol 56,5
Lactosa anhidra 10
Ludiflash® -
Ac-Di-Sol® 10
Polivinilpirrolidona 333
Avicel® -
Talco 1,0
Acesulfame K 0.5
Adreall®

Estearato de magnesio 1.5
Saborizante de vaimilla 0.5
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Figura 6.8, Folografias de los comprimidoes masticables obienidos, De teguienda a derecha, cada
columna de comprimidos, corresponale o una dosis de BE de 12.5; 25, 50 v 100 mg,

:n.'xpm.'li vaemenle,

Los resultados de los atributos farmacoltécnicos v biofarmaceuticos evaluados, se
presentan en la Tabla 6.9, Como se puede observar, los compnmidos masticables
formulados, en las  diferentes  dosis, prescntan  parametros farmacotécnicos
(uniformidad de peso, uniformidad de comenido, dureza ¥ friabilidad) adecuados a
fos requenmoentos de Farmacopea Argenfing para formas farmacéuticas solidas de

hberacion inmediata (Farmacopea Argenting, 2014),

Tabla 6.9 Renullados olvenidos de la caraclevizacion farmacotécnicg v Malarmacéitioa
de log comprimidos masticables, contentends BZ en diferentes doviv, Los resuliodng se

expresan como ef promedio de lar mediciones v su corvespondiente desviacion extandar

Formulacion optimizada de los comprimidos masticables

Ensavo

BZ125mg BZ25mg BZS0mg BZI00mg

Uniformidad de

' 00762+ 0002 01500003 033720002 O.60] 20,005
pesa (g)

Uniformidad de

5 . i Sy & 2 ’ l
contenido (mg) Lo o izl L 104
Dureza {k.g} 5408 4200 0= | 7. 7=00
Desintegracion <4 <% = < 10
{min) ' :
Friabilidad (%u) 0,52 0,56 037 0,25
Disolucion Che, K <5 £18 <10
{min ) ot = e '

" Intervain aceptabile entre 35,00 g 113.0 % respecie del valor declarado y desviacion
c'.vni.'rr.ﬁur rr-'.l'arr'wr IR r'guer.l' il ﬁ.ﬂ‘ T-{;, e denerda d E.'r,r.lr'r.!'.l'jn:'mfrm-m' et ik el
Arpenting (Farmacopea Arpeniing, 20040

Desde el punto de vista de la evahaacion in witro, dentro de los atribuios quc tienen
imporiancia  biofarmacéutica, se destacd el tempo de disgregacion de  los
comprimidos formulados, En estos, el bempo foe < 10 min v, en iguales condiciones

de ensayos no oficiales, superd ampliamente a la formulacion de referencia Radanil®,

¥ i 1
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que cxhibid un tiempo de desintegracion de ~ 25 min. En la Figura 6.9 se presenta
una secuencia de imagenes folograficas regisiradas para un comprnmido masticable de

100 mg de BZ, durante el ensayo de desintegracion realizado.

Figura 6.9 Encavo de desintegracion de un comprimida de 100 mg de BZ en los diferentes

ticmpos de ensayo, expresados en sepundo.

Como pucde observarse en la Figura 6.9 a los 120 s de trasncurmido el
expenmento, ¢l comprimido masticable presenta una desmntegracion marcada, pi.n:rd:
la forma matricial v se evidencia el desprendimiénto de las particulas de solido gque lo

constituven, sin necesidnd de someterto a ningin tipe de estrés adicional,

A partir del ensayo de disolucion, se observd que, los comprnimidos masticables
superaron ampliamente el perfil de disolucion de la formulacion de referencia
Radanil®, Se¢ evidencid una disolucién completa del BZ en menos de 15 min, En la
Figura 6.10 s¢ presentan los perfiles de disolucion de los comprimidos masticables
obienidos para las diferentes dosis de BZ formuladas, en comparacion con el perfil de
disolucion de BZ desde los comprimidos comerciales disponibles Radanil”. Puede
ohservarse ademis, que los perfiles de disolucion de BZ desde los comprimidos
masticables, en las diferentes dosis de BZ, se presentan practicamente superpucstos,
Adcmis, en la Tabla &9 se presenta el tempo necesarie para fa disolucidn del 30 %%
de la cantidad 1otal de BZ contenida en la fomulacion evaluda (Qwe,) ¥, en todos los
casos, el tempo es inferior a 15 min. En tanto que, ¢l BZ disuchio desde los
comprimidos de referencia Radanil™ | no logra liberar esta cantidad de F en todos los

empes evaluados,



i
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Figura 6,10, Perfiles de dirolocion de BE desde los comprimidos masticables comtendendo doses
de BZ de 12.5; 25; 50 10 mg. en comparssin con o perfil de disolucidn de BE desdes log
comprimidos comerciales de Radanil®,

6.6. Discusion

Los resultados obtenidos evidencian que las wres formulaciones desamolladas, para
ser administradas por via per-oral (suspensiones, comprimidos masticables e
hidrogeles azucarados masticables) contienen BZ en dosis adecuadas y formas
farmacéuticas, y son aptas para el trutamiento de los pacientes pediitricos v

neonatales,

En este sentido, en lo que respecta a la aceptacién por paric de los pacicntes al
tratamiente farmacoterapéutico, esta via de administracion o la mas conveniente y,
en peneral, considerada la mas segura, la menos cosinsa y, en consecuenca, es la mas
frecuentemente utilizada. Cabe destacar que, la eleceion de los excipientes, resulta de
fundamcntal importancia para obtener el perfil deseado de liberacion o disolucidn del
F { Lickermann, Lachman, & Schwartz, 990},

Por su parte, en lo que refiere a la suspension extemporinei desarrollada a partir
de los comprimidos comerciales, ésta se obtuve con una concentracion de BZ del |
%. Pama su formulacion, se utilizaron excipientes reconocidos como Scguros para
formulaciones pedidinicas (Chatterjee & Alvi, 2014), los cuales se encuentran
detallados en la composicidn cuali-cuantitiva presentada cn la Tabla 5.1, Esta
suspension fue desarollada mediante un proceso sencillo y reproducible, que cumple
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con las buenas pricticas de preparacion de medicamentos magistrales (Farmacopea
Argentina, 2014),

Cabe destacar que, para poder amibar a esta tormula optimizada, se llevaron a cabo
previamenie  estudios de  preformulacion, en donde se  utilizaron diferentes
proporciones de Tween” 80 y carhboximetilcelulosa sddica, de acuerdo con los TRNE0S
de concentraciones recomendados (Rowe, Sheskey, & Quinn, 2009), con ¢l fin de
evaluar la capacidad de humectacion, mojado de la fase dispersa de la suspension y
viscosidad, Estos parimefros fueron evaluados luego de someter la suspension a
simples agilaciones manuales por 15 s (datos no mostrades). A partir de estas
determinaciones, fue que se seleccionaron los excipientes detallados en la Tabla 6.1.

Ademas, es sabido que las  suspensiones  son sislemas  nestables
termodindmicamente. Por o tanto, las particulas en suspension tienden a sedimentar
a una cierta velocidad v esta es la razbn principal por la cual se requicre de la
agitacidn previo a su adminisiracion, para poder asegurar la uniformidad de confenido
{Buontempo et al., 20100, Si la torta (fase solida decamtada de la suspensiin) no se
puede volver a resuspender, con una cantidad razonable de agilaciones, esto es un
indicio principal de inestabilidad de la suspension. En los compendios oficiales no se
especifica codles deben ser los valores de V, como una exigencia de calidad de la
formulacion. Sin embargo, con log valores mas alios de V, v vanaciones minimas del
V. en funcion del tiempo, la formulacion se considera que puede permanecer en
estado floculado y, de esta manera, se ascgura la facilidad de resuspension de las
particulas del sedimento (Jones, 2008; Nagh, 2007). Tal como se presentd en la Tabla
6.2, el V, de las suspensiones disminuyd levemente entre el dia 0 v 7, pero luego
permanecid pricticamente sin cambios hasta los 90 dias, Los valores de V; obtenidos
son relativamente altos, entre 20 — 25 %, respecto del volumen total de la suspension
v la suspensiém fue ficilmenie redispersable. La caractenzacion de las suspensiones
por microscopia Optica, permitic determinar ¢l tamafio aproximado de las panticulas
de la fase dispersa, el cual foe adecuado (35 — 63 pm) (Jones, 2008). Ademds, la
forma v ¢l tamafio de las particulas en suspension, se mantuvieron estables durante el
periodo de almacenamicnto,

Por su parte, de scuerde con la ley de Sioke's (Henpart, Wildeboer, Van Hee, &
Meesters, 2010}, el incrementa de la viscosidad de los vehiculos acoosos, redoce la
velocidad de sedimentacion de las particulas suspendidas, lo cual se traduce en un
sumento de la estabilided fisica de la formulacidon. El enteno pama miveles de
viscosidad accptables para las formulaciones liquidas de uso oral no estd establecido
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en los compendios m especificado en las farmacopeas. En este sentido, se considern
que la viscosidad debe ser lo suficientemente alta, tanto como sea posible, pam
minimizar la velocidad de sedimentacion de las particulas y prevenir la aglomeracion
¥ la irmeversibilidad de la sedimentacion de la torta durante ¢l almacenamicnto. Sin
cmbargo, la viscosidad también tiene que ser tan baja como sca posible, para asegurar
el vertido o dosificacion, al momento de la administracion, del volumen de liguido
que contenga la dosis de BZ deseada v que facilite el procese de preparacion de la
formulacion {Jones, 2008; Mash, 2007).

Como se presentd en la Figura 6.2, en las condiciones evaluadas, la suspension
formulada presentd curvas ascendentes y descendentes con caminos similares, lo gue
sugicre un flujo pseudoplistico con tixotropia estrecha o despreciable (Pignon et al
1996), La viscosidad dec las suspensioncs almacenadas fue ligeramente mayor ¢n
comparacion con las suspensiones frescas; sin embargoe, esios cambios en la
viscosidad oo interfieren negativamente en la calidad de la formulacidn. Ademds, en
todos los casos, las suspensiones pudieron ser redispersadas con la simple agitacion
manual durante 15 s, lo que asegura que al momento de la dosificacién, el volumen a
administrar conenga la dosis adecuada de BZ.

En lo que respecta a la uniformidad de contenido, de acuerdo con la Farmacopea
de Estados Unidos (USP33-MNF2E, 2010}, ¢l cnterio gencral para aceptar los niveles
de concentracion F en los estudios de uniformidad de contenido en las suspensiones,
involucra que éstas no deben tener menos del 900 % ni mas del 110, O % de la
canbidad especificada de BEZ Como se presentd en la Tabla 6.2, la concentracidn de
BZ se mantuvo dentro de los limies especificados con mimimas desviaciones
estandar, Cabe destacar que BZ, e5 quimicamente estable en medio acuoso (Lamas et
al., 2006) v, en las condiciones evaloadas, no s¢ detectd una disminucion dristica de
la concentracion de BZ. En todos los casos, al menos ol 98 % de la canbidad de BZ
wotal pudo ser cuantificada, Ademds, el pH de las suspensiones fue adecuado v se
encontrd en valores ligeramente acidos (5 — 6,8), lo cual generalmente se recomicnda
parit formas farmacéuticas liguidas de uso oral (USP33-NF2E, 200100

En lo gue refiere a la evaluacion microbiologica realizada (Tabla 6.2, con ¢l fin de
determinar 51 In suspension cumplia les especificaciones microbioldgicas pira formas
farmacéunicas no esriles {(Farmacopea Argentina, 2004, que involucran un recuenio
de microorganizmos aerobios totales por debajo de 102 UFC/mL., recuento fofal
combinado de levadurahongo: por debajo del 2 UFC/mL v la ausencia de las

cspecies  Prepdomonas geruginesa, Staphvlococcus  auwrens, Excherichia colt v



Salmonelia sppr, se pudo determinar que en la condicion més desfavorable de
ilmacenamiento, es decir a wmperaturs ambiente, li formulscion oo desamrollo
microorganismos de ningln tipo v, de este modo, cumple con los requenmientos de
calidad oficiales especificados  (Administracion  Nacipnal de  Medicamentos
Alimentos y Teenologia Médica, 2010; USP33-NF2E, 2010)

Por su parte, el analizis comparative de los estudios de disohcion de las
suspensiones, en  sus  difcrentes condiciones de  almacenamiento, v de los
comprimidos de Radanil™ intactos y pulverizados (Figura 6.3). permiticron
determinar que, desde las suspensiones, la disolucidn de BZ ocurre en forma
completa v rapida. ya gue se disuelve el total de la dosis en menos de 15 min y la
velocidad de liberacidn es mayor en comparaciom con el Radanil® intacto o
pulverizade, De csta mancra, sc cspera que la disolucion rpida vy completa de BE
desde la suspension pueds asegurar una absorcidn del F mas oniforme a través del
TGI v el posible aumento de la biodisponibilidad, que se traduciria en una mayor
eficacia, en comparacion con los tratamentos pediatricos actuales, que involucran la
molienda de los comprnimides v su dispensacion en sobres de papel parm ser
redispersados on jugos de fruta o feche,

Ademais, cabe destacar que la concentracion de BZ en la suspension permitiria
dosificar volimences adecuados, que contengan las dosis requeridas, para el
tratimiento de un amplio grupo de pacientes pedidtricos, en funcion de su peso
corporal.

En conjunto, estos resultados permiten establecer que la suspension obtenida por
reformulacién de los comprimidos comerciales garantiza la comrecta dosificacion de
BZ en una forma farmacéutica conveniente para la adminisiracion en la poblacion
pedidtrica, cuya dosis de B puede ser administrada en un volumen adecuado de 0.5 a
0,7 mLskg en los recién nacidos, bebés o mifos. Ademas, la formulacion enmascara el
sabor desagradable de BZ (Diez-Gandia et al., 20100, lo que podria favorecer la
adherencia al tratamiento por parte de los pacientes pedidtricos (Garcia et al., 20015).

Todos estos resultados, reflejan que si Ia formulacidn se prepara sobre la base de
un procedimiento normalizado de trabajo y de acuerdo con las buenas practicas de
elaboracion de medicamentos magistrales, la calidad de ¢ésta es la adecuada para su

usn en medicina humana y pucde permanccer estable, al menos durante 90 dias.

Fn este contexton cabe destacar que, se¢ ha desarrollado el protocolo para la
preparacion de esta suspension, el coal ha sido ransferido a algunos hospitales de
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Cordoba, Mendoza v El Calafate, a demanda del Scrvicio de Farmacia de estas
instituciones, con la finalidad de poder dispensar esta formulacidn para ¢l tratamiento

de los pacientes pediatnicos.

En lo que refiere a los HAM, éstos presentaron una mejora significativa en el
enmascaramiento del mal sabor del BZ v en los perfiles de disolucion de BZ, en
comparacion con los comprimides comerciales disponibles. El enmascaramiento del
sabor ¢s atribuible a ka alta proporcion de excipientes con sabor dulce con gue éstos
han sido elaborados. En este sentido, cabe destacar que en los estedios de
preformulacion, e evidéncid que aquellos HAM que presentaban altas proporciones
de PEG 400, aportaban un sabor desagradable adicional ¥ residual en la boca. Por eso
motive, con las sucesivas formulaciones desarmrolladas, durante los estudios de pre-
formulacion, la cantidad de PEG 400 sc redujo, sc incompord PEG 4000 y, cn la
formulacion optimizada, también se adiciond dcido oleico. Dentro de todos los
saborizantes utilizados, la combinacion del sabor vainilla con 1a esencia de menta fue
la que presentd mejores resultados para enmascarar ¢l mal sabor de BZ v dismanuir su
efecto residual en la boca, Por ofro lado, la incorporacion de PEG de mayor punto de
fusidn, PEG 4000, incrementd noloriamenic la capacidad de contraccion de la mercla
durante su enfiamiento, o que f@eilind el desmolde adecundo de los HAM, sin
necesidad de lubnicar previamente los moldes. Por este motive, la formulacion
presentada en ki Tabla 6.4 fue lo seleccionads para proceder a4 los ensayos
farmacolécnicos v biofarmacéubicos de rnigor, dingdos a evaluar la calidad de la
formulacion optimizada. La carscterizacion realizada sobre los tres lotes producidos,
generd los resultados que se presentaron en la Tabla 6.7.

La evaluacion realizada, en lo que refiere o la uniformidad de peso v de contenido
de los HAM (Tabla 6.7), permitié evidencier gue se ajustan a las especificaciones
generales de Farmacopea Arpentina pama cualguier forma farmacéutica de uso oral
(Farmacopes Argenting, 2014). Esto evidencia la reproducibilidad en los lotes de
produccion, ya gue éstos presentan minimas varaciones en los  pardmetros

farmacotecnicos evaluados,

Por otra parte, ¢l analisis morfoldgico realizado. permitio demostrar que, si bien
BZ cnstaliza cuando los HAM se enfrian, la cnstalizacion es umforme en oda s
masa del HAM (Figura 6.5}, lo que se podria adjudicar a la alta viscosidad de la
formmlaciin resultante, conferida por ¢l agente gelificante (Lichermann et al., 19910;
Vila Jato, 1997} Ademds, los cristales que se observaron se presentaron como

aciculares, siendo ésia o forma mas estable de los diferentes polimorfos de B2
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(Honorato et al, 2004; Maximiano et al., 2001y, El analizis de la forma cristalina

resultante, se constituye en una importante herramienta, debido a que el estado de los
golidos influye dircctamente en la velocidad de disolocidn del F en ¢l organismo
{Martin, 1993). La formacion de los cristales de BZ podria deberse a la disminucion
de la solubilidad de BZ durante el proceso de enfriamiento, por la reduccion de la
temperatura (Mota, Cameiro, Queimada, Pinho, & Macedo, 2009). El hecho de que el
B se encuentre cristalizado, permitiria que su diselucion en la boca se vea
disminuida o enlentecida vy, en consecuencia, su sabor amargo séria meénos percibido
por las papilas pustativas (Cram et al., 2009),

Por otra parte, la respuesta de un matenal en el régimen de viscoelasticidad lineal,
estd fuertemente condicionada con su cstructura molccular, por csta razin, €s una
hemramicnta impontante para la caracterizacion de materiales. Como se pudo observar,
en oz HAM formulados, con el paso del tiempo (a los 15 dias) las propiedades
eldsticas se vieron levemente incrementadas (Figura 6.5), lo coal se pone de
manifiesto por la leve disminucion de la tan & (Tabla 5.8) (Bonferoni cf al,, 1995).
Este comportamiento podria ser atribuido a la pérdida de agua de la formulacion por
evaporacion ¥ deshidratacion de los HAM, durante su almacenamiento [Martin,
1993).

En lo que respecta a las perfiles de disoluciin de BZ (Figura 6.7 s¢ pudo
observar que desde los HAM triturados, la disolucion de BZ, en los primeros ticmpos,
ocurre mas rapido gue desde los HAM enteros. Esto podria deberse al aumento de la
superficie de contacto de la formulacion con el medio de disolucidn (Martin, 1993),
La realizacion de esta evaluacion de los HAM triturados, estuvo fundamentada en
simular ¢l proceso de masticacion de la formulacion, previo a su deglucion, Ademds,
tanto los HAM enteros coma los igturados presentaron una completa disolucion del
BZ > 85 %, antes de los 30 min, la coal fue marcadamente mas rpida que desde los
comprimidos de Radanil®. Ademas, si se los compara con el perfil de Radanil®
pulverizado, presentado en la Figura 6.3, se puede observar que desde estas
formulaciones, de disuelve mayor cantidad de BZ en menor tiempo. Las ventajas de
los HAM, respecto del Radanil® entero o pelvo, radica en contar con una forma
farmacéutica adecuada para la poblacidn pedidtrica y con una dosis de BZ que
permitiria  asepurar la eficecia v seguridad del matamiento.  Ademds, estas
formulaciones como  producto  terminado, no requicren de agua para su
administracidn, va gque se bratan de formas farmaceulicas masticables de facil
deglucion. El perfil de disolucion presentado por los HAM se enmarca dentro de las

Fagina 21%



formas farmacéuticas de  liberacidn inmediata codificadas en [a Farmacopea
Argentina. Y si bien Radanil” deberia presentar este tipo de comportamiento, en las
condiciones ensayadas, puede evidénciarse gue no cumple con esle requenmicnio

faurmacopeico {Farmecopes Argenting, 2014,

En lo que respecta a los comprimidos masticables, cabe destacar que, en estudios
previos, s¢ determundg que el saborizante de vainilla asociado con el acesulfame de
potacio, como edulcorante arificial, enmascard eficazmente ¢l sabor metdlico v
amargo residual, que deja el BE en la boca. Diferentes estudios de preformulacion
fueron desarrolados (Tabla 6.5) hasta ambar a la formulacion optimizeda de los
comprimidos masticables (Tabla 6.6). Una vez determinada la composicion de la
formula optimizada, s¢ claboraron comprimidos masticables contendiendos dosis de
BZ dc 12,5; 25. 50 y 100 mg por unidad de dosificacion. Se procedid a rcalizar los
ensayvos farmacoiécnicos ¥ biofarmacéuticos cormespondientes, dirigidos a evaluar la
calidad de la formulacion optimizada, La caracierizacion realizada sobre los ez
producidos (200 compnmidos de cada formulacion), generd los resultados que se

presentan on la Tabla 6.9,

Como puede evidenciarse, los pardametros de durers y frinbilidad seperaron
ampliamente las especificaciones generales de Farmacopea Argentina para este tipo
de formulaciones (Farmacopea Argentina, 2004) La uymformidad de peso fue
aceplable v se comespondit con una alta um formidad de contenido del BZ,

Desde el punto de vista de la evaluacion biofarmacéutica in virro, st destaco cf
tnempo de disgregacion de los comprimidos (Figura 6.9), el cual fue < 10 min, en
tanto que pard la formulacion de referencia fue — 25 min . Esios resuliados se
comesponden con los estudios de disolucion de BZ (Figura 6.10), en donde se puede
observar que, los comprimidos masticables presentan un velocidad de disolucion muy
rapida, ¢l BY s¢ disuelve en mas de un 85 %5 en 15 min (Administracidn Nacional de
Medicamentos  Alimentos v Tecnologia Médica, 2009 Food and Drug
Administration, 2000), Esta velocidad de disolucion de BZ fue marcadamente mayor
que en los comprimidos de Radanil™

En conjunio, los resultados oblenidos para las formulaciones s0lidas {comprinudos
masticables) v semisdlidas (HAM), evidencian ¢l desamollo de dos nucvas
alternativas  farmacéuticas que  presenian  propicdades  farmacotécmicas  y
biofarmacéuticas superadoras, frente al medicamento de referencia dispomble. Los
resultados se consideran alentadores en términos de las propiedades de disolucion de

BZ, como asi también, en lo que refiere a la optimizacion del sabor, lo que podria
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resultar en und mayor aceplacion, por parte de los pacientes al tratamienio v, ©n

consecuencia, un mayor cumplimiento de la terapia, particularmente en pediatria
Ambas formulaciones, se obtienen mediante la utilizaicon de materiales, excipientes,
procesos v eguipamientos de uso frecuente en la industria farmacéutica, por lo que su
produccion es escalable (Tarragona et al, 2013). Ademds, las formulaciones
desarrolladas presentan versatilidad posoldgica, va que se obtuveron con dosis de BZ
de 12,5; 25; 50 y 100 mg, sin comprometer la facilidad de la produceion ni la calidad
del producto ferminado,

Complementariamente, cabe destacar que la propuesta de preparacion de los
HAM, puede adaplarse a la farmacia galénica y desarrollarse en los servicios de
farmacta institocionales, como un meédicamento magistral, de manera de atender
rapidamente la problematica del tratamiento de la enfermedad de Chagas, sobre todo
en los nifios, va que desde fines de 2012-pnincipios de 2013, se dispone de la
produccién nacional de BZ como ingrediente farmacéutico activo. Esta formulacion,
jumto con la suspension desarrollada, serian alternativas que permitirian dar respucstas,
en ol corto plazo, a la falta de dispomibilidad de formulaciones, en formas
farmacéuticas adecuadas, para ¢l tratamiento de los pacientes pedidtricos y
neonatales, respectivamente,

6.7. Conclusiones parciales

Sc desarrollaron formulaciones pedibtricas de BZ, de utilidad para dar respuesta a
la demanda insatisfecha de medicamentos no disponibles, para ¢l tratamiento
pedidtrico de la enfermedad de Chagas. Estas formulaciones se obtuvieron en dosis v

formas farmacéwticas adecuadas.

La suspensidn desarrollada, a partir de los compnmidos comerciales, contiene BZ
al 1 %6, es estable al menos por 90 dias y redne log atributos de calidad requenidos.

Las formulaciones masticables presentan versatilidad posologica y se obtienen por
procesos  que  pucden ser escalables. La  carscterizacidn  farmacotécnica y
biofarmacéutica, evidencia que éstas presentan atributos de calidad con alto grado de
cumplimiento de las especificaciones farmacopeicas.

Estas formulaciones son alternatives intercsantes, en terminoes de  eficacia,
seguridad v confiabilidad, que pueden ser preparadas en el servicio de farmacia

mmstitucional o transferidas al sector productive, en el marco local de la produccion
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piblica de medicamentos, para dar respuesta al tratamiento de los pacientes
pediatricos y neonatales con enfermedad de Chagas.
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Capitulo 7:
Validacién de una metodologia de
HPLC para cuantificar BZ en
plasma humano

El presente capitulo versa sobre el desarrollo v validacidn de una metodologia
bioanalitica para determinar B, cealitativa y cuantitativamente, en una matnz

biologica particular, que es ¢l plasma humano,

La validaciim de la metodologia s¢ realiza sobre la base de los criterios de
validacidn codificados, de acuerdo con las especificaciones de la Guia para la
Industria acerca de la validacion de métodos bioanaliticos de la US Food and Drug
Administration (Food and Drug Administration, 2001 ).

7.1. Introduccion

Como s¢ menciond en el capitulo 6 Farmulaciones pedidiricas, la necesidad de
comtar con medicamentos disponibles para ¢l tratamiento de la enfermedad de
Chagas, en (ommas farmacéuticas adecuadas para los pacienies neonatos, nifios y
adultns mayores, estd adn insatisfecha. Esto motive el desarrollo y evaluacion de las
formulaciones pedidtricas descriptas en el capitulo 6, con el fin de poder suplir las

deficiencias de los tratamicntos actuales en estas poblaciones efanias,

El ohjetivo final en el disefio de un medicamento, consiste en lograr una oplima
eficacia con un maximo de seguridad v confiabilidad (Joseph & Gwen, 2002). En
consccuencia, e comprension de los factores que condicionan la eficacia de un
medicamento, requicre del estudio de un conjunte de aspectos relacionados con su

accion medicamentosa.

Como se describio en el capitulo | Mtroduccian general v objetivas, luego de la
administracion extravascular de un medicamento (por ejemplo por via per-oral) cuyo
F posee acciom sistémica, la accion medicamentosa puede visualizarse y entenderse
como la evolucion temporal del F en el organismo, mediante la secuencia de eventos
cinéticos, denpminado procesos LADME (Berrozpe, Lanao, Delfina, & Campmany,
1997} v en ésta, se pueden distinguir las tres fases caracteristicas que gobieman la
actividad biolégica de un determinade F., a saberr fase farmacéutica o



o

biofarmacéutica, fase farmacocinética v fase farmacodinamica (Galbis Pérez. 2000,
Velasco Martin, 2001},

Durante Ia fase farmacocinética, cf proceso de absoreidn v, consecuentemente, los
eventos siguientes, dependen de la concentracion de F disuelto en el sitio en el cual se
produce la absoreion. Los procesos previos a la absorcion, tales como la disgregacion,
disolucion y difusidn, pueden ser moduledos o influenciados, dentro de ciertos
limites. D esta manera, se puede incidir sobre la fase farmacéutica, por factores tales
como: el tamafio de particulas, la formacién de complejos, Ta prescncia de sales, los

excipientss ¥ ¢l proceso de formulacidn, entre otros.

Por su parte, los perfiles de concentracion plasmatica del F en funcidn del tiempo,
se vinculan al inicio v a la duracion del efecto farmacodinamico del F en el sitio de
accion. En tanto que, la concentracion que se alcanza en los tejidos es funcion de la
concentracion plasmatica del F, dado que se establece un equilibrio entre las
moléculas de éste que se encuentran en el sistema circulatorio y las que acceden 2 la
biofase (Berroepe ef al., 1997).

En este sentido, s¢ propuse levar a cabo estudios clinicos Fase TV cn voluntarios
adultos sanos (Friedman, Furberg, DeMets, Reboussin, & Granger, 20000, en el
marce de un proyvecte de investipacion, previo a la evaluacion de la eficacia
terapéutica en pacientes pedidtricos. En este proyecto, se propuso evaluar las
formulaciones pedidmcas desarrolladas, bajo la forma de comprimidos e hidrogeles
azucarados {Universidad Nacional de Cordoba, 2012).

Sin embargo, parg poder abordar estos estudios, se requiere del conocimiento de
laz propiedades farmacocinétbicas de BZ, las cuales adn no han sido claramente
dilucidadas. En consecuencia, resulta imperativo poder contar con una metodalogia
bioanalitica validada que permita determinar fos parametros farmacocinéticos de BZ,
a los fines de poder abordar, posteriormente, los ensayos clinicos previamente
mencionados y otros ensayos de bindhipumibilidadi{}'"nud and Drug Admimstration,
19949).

Por su parte, la cromatografia liguida de alta presion (HPLC), puede ser
considerada una téenica bipanalitica adecuada para la cuantificacion de BZ en plasma
humano. Dada la sensibilidad, precision y aplicabilidad de ésta a una amplia vanedad

de moleculas, su uso en laboratonos clinicos resulta de gran wilided para monitorear

' S define @ e Badispontbilidad come la welocided y megmined o lo ol wn dagredienle aotiee o wea
entided ferapéudica e abrorbiode desde we producto v erid dinporible en o witie de eocion (Foeod oad Drug
Adminieranon, [90%]
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una amplia varicdad de agentes terapéuticos, estudiar su farmacocinética y seguridad
(Jehl, Gallion, & Monteil, 1990; Meyer, 2013; Skoog, Holler, Nieman, & Gomesz,
2001).

e, S P SR Y

El desarrollo de un metodo binanalitico para la cuantificacion de un F por HPLC
es un proceso complejo, debido a la amplia existencia de vaniedad de equipos,
columnas cromatograficas, fase mdvil o cluyenies y parimetros operacionales

involucrados,

En este sentido, se propuso validar una metodologia bioanalitica mediante HPLC,
para la cuantificacion de BZ en plasma humano, de utilidad para su posterior
aplicacion en estudios farmacocinélicas v de bioegquivalencia. Cabe destacar estos
estuding seran desarrollados en una etapa posterior al doctorado; sin embargo, la
vahdacion de la metodologia bioandlitica desarrollada, permite avanzar hacia los
estudios farmacocinéticos con mavor celeridad.

7.2. Materiales y Métodos

7.2.1. Reactivos utilizados

Como fue descripto en el capitulo 2 Principios activos v excipientes seleccionados,
el BZ fue extraido y punficado desde los compnmidos comerciales disponibles
{Radanil®, Roche, Argentina).

Ademds, se utilizd: acetoniirlo (grado HPLC. Sintorgan™), dimetilsulfixido
(DMSO) (grado farmacéutico, Anedra®), benzocaina como estindar interno (SI)
{grado farmacéutico, Parafarm™) y metronidazol (grado farmacéutico, Parafarm™).
Agua bidestilada y desionizada {agua Milli Q, wtilizando sistema de purificacidn
Simplicity™, Millipore, Brazil).

El plasma utilizado fue gentilmente donado por el Laboratonio de Hemodenvados
de la Universidad Nacional de Cordoba, Argentina.

7.2.2. Equipamiento y condiciones cromatograficas

La metodologia utilizada consistio en una cromatografia liquida de alta resolocion
isocratica, en fase reversa.
Se utilizd un equipo de HPLC (Waters 1525 pump) con  un inyector automéitico

{Waters® 717 ples sutosampler, EEUU), La fase estacionaria comsistidc en una
columna C18, de fase reversa (Phenomenex, Luna”; 250 x 4.6 mm; 5 pm de tamafio
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de particula) con  guardacolumna {Phenomenex™). La temperatura del homo se
mantuve en 25 °C wtilizando termostatizador {Waters™ 1500 series column heater
EEL.

Como fase mdvil se ulilizd ung mezcla sguazacetonitrile en proporcion 60:40, El
volumen de inyeccion fue de [0 pL y la velocidad de flujo se fijo en 0.9 mL/min

La deteccion de BZ en las muestras se realizd con un detector PDA UV (PDA
detector 2296, Waters”, EEUU) a una 4=124 nm. Los datos fueron colectados vy
analizados utilizando el software especifico Empower PRO 1154 (Waters™, EEUL).

Adicionalmente, se utilizd un desgasificador al vecio para acondicionar los
medios, previo a la inyeccion de las mucstras en el equipo de HPLC; un agitador
(Shaker Vortex Fbr Eternity, Decalab™, Argentina) para homogeneizar las muestras v
una centrifiuga para tubos eppendorf (VT-1675, Cavour ®, Argentina).

7.2.3. Preparacion y procesamiento de las soluciones de
calibracion v de las muestras de BZ en plasma

7.2.3.1. Preparacion de las soluciones stock

S¢ midid exactamente una cantidad de, aproximadamente, 500 mg de BY, los
cuales se disolvieron en 10 mL de DMS0. Esta solucion se enrasd a un volumen de
S0 mL con fase mdwil. Posteriomenie, s realizd unpg dilucidn 1710 con fase mdvil v,
de esta manera, se obtuve la solucidn stock “A™ con una concentracion de BZ de |1

mg/mL.,

Por otra parte, se midio exactamente una cantidad de, aproximadamente, 15 mg de
51, los cuales se disolvieron en 1.5 mL de DMSO y se enrasé a un volumen final de
25 mL con agua Milli 0}, De esia manera, se obluvo la solucidn siock “B" con una
concentracion de S1 0,6 mg'ml.

7.2.3.2 Preparacidn de las muestras

Para [a preparacion de las muesiras se utilizd plasma como matnz biologica. A seis
alicuotas de 500 pl de plasma se le adicionaron 300 gL de solucion stock "B v 200
pl de la solucion stock "A" en diferentes diluciones, para obtencr seis soluciones
estandar de concentracion final de BZ equivalentes a: 1,6; 5,3; 13.3; 40,0; 66,0; 1000
pL/mL. Luego se adicionaron 2 mL de acetonitnlo, como precipitante de proteinas y
s¢ enras0 a volumen final de 3 mlL con fase mowil. Estas muestras fueron
centrifugadas a 4000 rpm durante 15 min y, postericmente. s¢ separd el
sobrenadante, el cual se filtrd ¢ inyecto en el equipo de HPLC.
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7.2.4. Validacion del método analitico
7.2.4.1. Construccidn v andilisis de la curva de calibracion

La curva de calibracion fue construida utilizando plasma humano fesco
enriquecido con BZ v 81, y se praficd la relacion de dreas entre las sustancias en
funcion de la concentracion. De esta manera se obtuvo la Ecuscion 7.1 como
resultado de la curva de calibracidn.

Mo R
Aa  [STL

Ecuacidn 7.1,

En donde Agg es el drea de bensmidazol, Ay es el area de benzocaina, |BZ )y es la
concentracion tedrica de BZ (pg/mL), [S1]y es la concentracion tedrica de benzocaina
{ug/mL), m es la pendiente ¥ b es la ordenada al oripen que se corresponde cuando la
concentracion de benznidazol es igual a 0 pg/mL.

T.2.4.2. Criterios de validacion

En concordancia con la Guia para la Industria acerca de la validacion de métodos
bipanaliticos de la US Food and Drug Administration (Food and Drug
Administration, 2001), son siete los puntos que deben ser congiderados v tenidos en
cuenta al momenio de evaluar una melodologia analifica sobre la base de los crilerios
de validacion codificados. Entre éstos s¢ encuentran: linealidad, precisidn v exactitud,
recuperacion, limite de deteccion, Hmite minimo de cuantficacion, especificidad v
estabilidad.

f.2.4.2.1, Linealidad

Para la validacion del método analitico, se establecid el rango de linealidad sobre
la base del promedio de tres curvas de calibracion, un duplicado realizado en un
mismo dia v una cormida cromatografica (uniplicado) realizads al dia sigutente.

S¢ grafico el drea de BZ en relacion al drea de 51 en funcion de la concentracian

de BZ. Las concentraciones analizadas fueron las seis mencionadas previamente en el
apariado 7.2.3.2. comespondients a la preparacion de las muestras.

D la curva de la curva de regresion lineal promedio del triplicado, se evalud el
coeficiente de correlacion cuadridico (*),
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F.2.4.2.2. Precision v exoaciitod

La exactitud del método analitco se determimd mediante un estudio de
recuperacidm, a tres concentraciones distintas (1.6; 13,3 v 10000 pg/'ml) por
quintuplicado. Todas las detcrminaciones s¢ realizaron ¢ mismo dia y durante tres
dias consecutivos, para evaluar el error porcentual (Er %) inftra- ¢ imter-dia,
respectivamente. Con la misma metodologia se determind la precision del método,
utihzando el coeficiente de vanabilidad (CV %), De esta manera, la precision v
exactitud se determinaron sobre la base de las Ecuaciones 7.2 y 7.3, respectivamenie.

DE

X comilc

CV (%) 100 Ecuaciden 7.2,

Donde CV (%) e el coeficiente de variabilidad, DE es la desviacion estindar de

las relaciones de areas ¥ X s, €8 12 media de las relaciones de dreas determinadas,

_[B2Z]' - [B2Z]' )
Er (% *—————100 Ecuacidn 7.3,
[BZ]'
Donde Er (%) es la inexactitud o porcentaje de error, tHEFF cs L concentracion de
henznidazol experimental v [BZ]' es la concentracitn tedrica de benznidazol,

A partir de estos parametros se considerd aceptable una vanabilhidad ¢ inexactitud
inferor al 20 %, para el limite inferior de cuantificacion, e mfenor al 15 %, en los

puntos restantes.
724 2.3, Recuperactin

La recuperaciom (R) se determind por medio de la comparacion analitica de los
resultados obtenidos para BZ exiraido de las mucstras plasmaticas, en relacion con las
mugsiras sin extraer (100 % de recuperacion), Se evaluaron  res concenlraciomes
(1,6 13,3 v IO pp/mL) por triplicade cads una de ellas.

A partir de estos resultados, se calould el porcentaje de recuperacion de acuerdo
con la BEcuacion 7.4,

[a_:_lu__]
.FLE
R (%)= -

AL

1 h Ecuacion 7.4
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Donde Asy ¥ A son las dreas oblenidas luege de la inyeccion de soluciones

T oy
estindar 4 una determinada concentracidn ¥ Apz ¥ A son las dreas esperadas o
ledncas & esa  concentracion, calculadas sobre la base de la curva de calibracion; en

ambos casos para benrnidazol v benzocaing, respectivamente.
7.2.4.2.4. Limite de deteccion

Para la determinacidn del limite de deteccidn se prepararon varias muesiras
conteniendo BZ en concentraciones conocidas v crecientes, en un amplio rango de
concentraciones, en presencia del 51 v se inyectaron en el equipo de HPLC. El limite
de deteccion fue establecido por la evaluacion visual de la concentracion minima de
BZ en la que la sefial de éste, se podia detcctar de forma fisble, Se establecid como
criterio que la sefial de BZ fuera tres veces mayor respecto de la linea de base de la
comida cromatografica o nudo del equipo.

7.2.4.2.5. Limite inferior de cuantificaocian de deteccion

El limite inferior de cuantificacidn es la cantidad minima de analito que se puede
determinar con unma precision y exactitud no menor al 20 %. Ambos parimetros
fueron determinados por el andlisis del coeficiente de variabilidad v el cmor
porcentual, respectivamente.  Para  la determinacidn  del limite inferior de
cuantificacion se utilizo una muestra de BZ concentracion 1,6 pg/mL. en presencia del
51, Este ensavo se realizd por quintuplicado.

724 2.6, Expecificidad

La especificidad se evalud mediante ¢l andlisis del tiempo de retencitn de
metronidazol (seleccionado por ser una sustancia relacionada debido 2 la analogia
estructural) frente a BZ, en una misma muesira conteniendo el S

724.2.7. Estobilidad
72427 0, Estabilidod en ciclos de congelodo-descongelado

Se determind la estabilidad de BZ después de tres ciclos de congelado y
descongelado & -5 °C. Se trabajd con muestras de BZ de concentracion 13,3 v 100,0
ug/ml. Las determinaciones fucron realizadas el mismo dia. Este ensayo se realizd
por triplicado.
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noad 2. 7 b Estabilidod post-preparativi

Se determind la estabilidad de tres muestras de BZ de concentracion |6; 133 v
100 pg'mlL luego de 24 h de su preparacion. Este ensayo se realizd por tnplicado.

Tanto para la estabilidad en ciclos de congelado-descongelado, como para la
estabilidad post-preparativa, se compararon los resultados obtenidos de  estas
determinaciones con los de ks mucstras frescas (preparadas en el momenio), A tal

fin, se utilizd fa Ecuacidn 7.5 para el andlisis

&

S (%) = ‘a'j:' 100
AJ.'{
%)

Donde Al ¥ Al son las drcas de benznidazol ¥ benzocacing, respectivamente,

Fenacion 7.5,

luego de los ciclos de congelado vy descongelado o luego de las 24 by v A;z ¥ A; S0

las dreas de bensmidazol v benzocaing control, cormespondiente a las muestros frescas,

7.3. Resultados
7.3.1. Estudio por HPLC de BZ en plasma humano

Bajo las condiciongs experimentales descriptas anteniormente, el BZ y el 5l
cluyecron com un ticmpo de retencidn de 6,3 - 7.0 min v 11,0 - 12,0 min,
respectivamente, Los cromatogramas comespondientes a plasma libre de BZ v en
presencia de esté, se muestran en la Figura 7.1 a v b, respectivamente.

7.3.2. Parametros de validacion

A partir del andlisis de la relacion de drea en funcidn de la concentracion de BZ,
en el rangoe de concentraciones de BZ evaluadas (1,6 - 100 pg'mL}, s¢ pudo observar
que el promedio de las tres curvas de calibrado realizadas responden a las

caracteristicas de una funcidn lineal con ecugcion:

A 0,144 B2k 0376
"H"SI [SI]'I'

El valor del coeficiente de correlacion cuadritico () obtenido a partir de la
regresion lineal fue 0,9987,



El anilisis de los parametros evaluados de precision y exactinud intra- e inter-dia,

en las tres concentraciones de BZ evaluadas, se resumen en la Tabla 7.1.
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Figura 7.1, Cromatopramas obtenidos para el plasma humanao a) libre de BE v b) en presencia de
BZ y SI.

El limite de deteccion fue de 0,07 pg/'mL y el limite inferior de cuantificacion fue
1.6 pg'ml. Los resultados obtenidos respecto de CV % v Er % son accptables, va
que, €n el limite inferior de cuantificacidn, que se corresponde con Und concentracion
de BZ de 1.6 pg'mL, los pardmetros de precision y exactitud son < 20 %. En tanto
que, cn los otros valores de concentracion, ¢n todos los casos, estos parametros son <

| 5 %4, tal como se observa en la Tabla 7.1,
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Tabla 7. 1. Resultados del andfisiv de precisidn v exactiied or muestras de B2 en plasma
kumano. infra-dia {N=5) e inter-dia (N=13]

Concentracion de BZ, (pg/ml)

Parimetre  Perfodo 16 134 1040, 0
v Intra-ia 3,22 6,19 1,60
(%) Inter-dia 13,57 8,17 6,44
Er " itedia 549 0,68 2,6
(%) Inter-dia 1.51 5,02 4,70

Cntero de aceplabilicdad para C% % (precizain) v Er %
{exactrbudp: - 20 % en el limite mferior de cuantificacidn v < 15
%o en las concentraciones restanies,
Respecto de la recuperacion media, ésta se mantuve constante para diferentes
concentraciones de BZ, Los resultados obtenidos del R % fueron 101,2 %0; 100,7 %0y

100.4 %o para concentraciones de BZ de 1,6; 13,3 y 100,00 pg/mL, respectivamente.

A partir del andlisis de estabilidad se pudo determinar que no hay pérdida de BZ
luego de tres ciclos de congelado y descongelado, al igual que luego de 24 h de la
preparacion de las muoesiras, en las dos concentraciones evaluadas, Los resultados
obtenidos en relacion con ¢l parimetro de estabilidad se presentan en la Tabla 7.2.

El anilisis de la especificidad permitid observar que no hay superposicion en los
tiempos de retencion de metronidazol y BZ, ya que presentan tiempo de retencion de
3,5 - 40 miny 6,3 — 7,0 min, respectivamente. En la Figura 7.2 s¢ presenta el
cromatograma obtenido en el estudio de especificidad, en donde se evidencian los tres
picos correspondientes a las tres diferentes sustancias que contiene la muestra, a
saber: metronidazol, BE v 5L

Tabla 7.2, Readtados de fos estudios de estabilidad, expresado como % de BE
cuaniificade (5 %) luege de 24 b de preporadas las muesiras o luego de someterlas a res
ciclas de congelado-desconeeladn, respecho de muestnas fresoos,

8 %
(BZ|=100 pg
Post-preparativa (luego de 24 h) 1036 % 105,9 %

Ciclos de congelado-descongelado 111,.2% 1108 %

Estabilidad

] k|
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Figara 7.1. Cromatogramd obenido del andlisis de especificidad frents a otro antimicrobiane: BZ
(tizmpo de retencitm 6,3-7,0 min}, metronidazol (tempe de retencion 3.5 - 4,0 min] v 51 (tempae
de refencion 11,0 = 12,0 mmy)

7.4. Discusion

Se desarrollé un método bioandlitico especifico para cuantificar BZ en plasma
hurmano, con adecuada especificidad, sensibilidad, precisidon y exactitnd, que cumple
con los criterios bisanaliticos. Este método permite la determinacion ripida de BZ en
plasma humano de una manera sencilla, ya que el procesamiento de las muestras se
realiza en pocos pasos.

La correlacion entre la concentracion de BZ v la relacion de dreas de ésie v del 51
fue excelente, en el ramgo de concentraciones de 1,6 — 1000 pg/mL analizadas,
evidenciado por el valor de r* > 099. La linealidad del método bicanalitico
desarrollado permitié determinar que, los resultados de las regresiones lincales,
presentan un comportamiento lineal a la concentracion del BZ, dentro del intervalo de

concentraciones analizado,

El andlisis de la precision, como medida del grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individeal cuando método se aplica repetidamente a alicuotas
de una muestra homogenea, permitio establecer que el mérodo desarrollado es
preciso, ya que ¢l porcentaje de imprecision analizado mediante ¢l coeficiente de
variabilidad {CV %), se encuentra dentro de les pardmetros establecidos (Food and
Drug Administration, 2001). El método desarrollado es exacto, en la medida que
presenta proximidad entre el valor obtenido v el considerado de referencia o real. Esto
se evidencid a partir del porcentaje de inexactitud (Er %), el cual se encuentra deniro
de los parimetros establecidos (Food and Drug Administration, 2001).

iy
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Por su parie, en los ensayos [a precision imira—dia (quinfuplicado dec cada
concentracion) se obtuvieron valores de 1-6 %% de coeficiente de variabilidad, en los
estudios de precision mter-dia (quintuplicado por concentracidn determinadoe en tres
dias consccutivos) se obtuvicron valores de cocficiente vamabilidad de 6-14 %5,
Ademids, la exacttud fuc > 95 % cn todos los casos (inter- ¢ ira—dia), lo cual
implica un alio prado de precision y exactited cn los resultados obtenidos, que
evidencian ung metodologia bivanalitica adecuada para la cuantificacién de BZ en
plasma huomano (Food and Drug Administration, 2001 ).

Como s observo en los resultados obtenidos, ¢l analisis de recuperacion permilid
demostrar que ¢l método desarrollo s analiticamente valido y permite recuperar
100 % de BZ en todas las concentraciones cvaluadas, o gue da cuenta de que no hay

pérdidas de BE duranie el procesamicnto,

Por su parte, el limite de deteccién que refiere a la concentracion mas baja de BZ
que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, en una determinada
muesira bajo las condiciones experimentales establecidas, permitid observar que ¢s
marcadamente infenor al valor de las concentraciones analizadas (0,07 pg/mlL], va
que 2 partir de ese valor de concentracion de BZ la sefial de éste es claramente
diferenciable del nuido del equipo o linea de base.

Astmismo, el limite de cuantificacion como medida de la menor concentracidon de
BZ que pucde determinarse con precision y exactitud aceptable en una mucstra, bajo
las condiciones experimentales establecidas, fue 1,6 pg/mL. Este limite ¢s aceptable v
no tiene ningln impacto en términos de significancia clinica ya que los niveles en
sangre que se cuantifican de BZ, luepo de la administracion del tratamiento para ls
enfermedad de Chapas, se encuentran en valores superiores a 3 pg/ml (Guerrero e
al., 2011).

El anilisis de la especificidad ¢ de gran wtilidad para evaluar la capacidad del para
determinar inequivocamente el BZ en presencia de olros compuestos que podrian
estar presentes en la muestra, les como: impurezas, productos de degradacion, entre
otros, Este analisis, permitid determinar que frente al otro antimicrobiano analizado,
perteneciente a la familia de los azoles {metronidazol), no se ohservan interferencias
en los tiempos de retencidn, lo cual se traduce en una alta especificidad del método
para cuantificar BZ en presencia de una sustancia relacionada o andlogo estructural.

Finalmente, el andhsis de la estabilidad realizado, timto frente a sucesivos ciclos de
congelado v descongelado, asi como luego de 24 b de preparacidn de la muesira,



permitié evidenciar que no s¢ produce degradacion del BZ en las condiciones
evaluadas y que puede ser mantenido en esas condicionegs o somelerse a es08 procesos
sin que se vea comprometida su estabilidad en las muestras de plasma (Food and
Drug Administration, 2001). Esto permite ciertas flexibilidades al momento de
manipular matrices biologicas, ya que dentro de los tiempos ¥ condiciones evaluadas
el BZ permancce estable y no sufre degradacion.

7.5, Conclusiones parciales

La metodologia de cromatografia liquida de alta resolucidn isocritica permite
determinar cualitativa ¥ coaniitativamente BZ en la mainz biologica plasma humano,
El método desarrollado no requiere de costosos procedimientos de extraccidm para
purificar ¢l BZ de la mamz y el tiempo de retencion que éste exhibe es apropiado
para ser ufilizado en un ensayo clinico. Esta metodologia demostrd ser rdpida,
sencilla, sensible, precisa, exacta, selectva ¥ econtmica. Ademis, cumple con los
lineamientos de la guia para la validacion de métodos bioanaliticos de la US Food and
rug Administration. En consecuencia, se constituye en una herramienta de gran
valor para peder v es plausible de ser utilizada para posteriores estudios de
farmacocinética, toxicidad, bioecquivalencia, entre otros, en voluntarios sanos,
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Capitulo 8:
Conclusiones generales,
proyecciones y perspectivas

8.1. Conclusiones generales

El trabgjo llevado a cabo en esta tesis doctoral representa una valiosa contribucion
al conocimiento cientifico actual sobre la farmacoterapia de la enfermedad de Chagas.
Como se ha mencionado en los capiulos precedentes, esta enfermedad e2 endémica
en Américs Lating v las estimaciones de la Organizacion Panamericana de la Salud
indican que en Argentina habria mas de 7 millones de personas expuestas y mas de
1.5 millones de personas infectadas (Pan American Health Organization, 2015). Esto
evidencia la alta prevalencia de esta enfermedad endémica en nucstro pais, que
fundamentalmente afecta a las regiones méis vulnerables socioccondmicamente;
situacion que ha levado a la OMS catalogarks como una “enfermedad desatendida u
olvidada™ (World Health Organization, 2015). Ademds, de acuerdo con recientes
modelos computacionales, esta enfermedad impone en ¢ mundo una gran carga
econdmica, de aproximadamente ¥ 7 billomes al afio, lo cual es similar o
sustancialmente mavor 3 la carga mundial existente pard olras patologias, como
cancer u otras enfermedades de reconocida incidencia global, como por gjemplo

colers v rotavirus {Lee, Bacon, Bottazs, & Hoter, 2003),

El tratamiento aclualmente dispomible, se basa en los farmacos (F)
nitroheterociclicos, benmidazol (BZ) vy mifurtimox, gue son parvialmente eficaces,
Ambos presentan una actividad antichagasica signifcativa en la fase aguda, con &0 -
ED %% de cura parasiioligica en los pacientes (ratados (Urbing & Docampo, 2003;
Von, Zaragoza, Jones, Rodriguez-Morales, & Franco-Paredes, 2007}, Sin embargo, ¢l
tratmmiento con éstos induce frecuentes efectos adversos, especialmente en los
adultos (Pinazo et al., 20010; Urbina & Docampo, 2003).

En este semtido, si bien muchos compuesios han mostrado promefedora actividad
anti-T. cruzi, la poca estandarzacion entre los protecolos empleados, en los diferentes
grupos de investigacion, ha limitado ¢l desarrollo v avance de estudios postoriores, y
mychos frabajos se han detenido luego de publicar sus resultados (Ribeiro er al,
2009).



i s il

En este comexio, |a escaser de tratamicntos eficaces y scguros motivo cl

desarrollo de esta tesis doctoral, a los fines de generar conocimicnto cientifico y
tecnoldgico interdisciplinario, para cumplir con fodas las etapas involecradas en la
D propuesta v aportar  al  disefio vy desarolle de  nuevos  sislemas
farmacoterapéuticos, con énfasis en ¢l abordaje de la problemdtica de un modo
integral, centrado en la optimizacion de la eficacia, seguridad y configbilidad de la

accitn medicamentosa,

En este senbido, se desarrollaron nueves sistemas farmacoterapéuticos v la
evaluacion de sus propiedades permitic evidenciar que éstos ofrecerian venlajas

respecto de las formulaciones que se utilizan actualmente.

Se realizaron diferentes actividades para el logro de los objetivos propuestos. Se
utthizaron PE como portadores de los F tnipanocidas, BEZ v clomipramina (CMP), para
el disefio ¥ desarrollo de sistemas de hiberacion modificada (SLM). Como se detalla,
algunos PE han side utilizados empiricamente, sobre la base de sus propiedades
generales como macromoléculas, Sin embargo, en las dos (ltimas décadas, diversas
aplicaciones han surgido en relacion con sus propiedades especificas, las cuales
podrian aportar beneficios en el disefio y desarrollo de sistemas farmacoterapéuticos.
En patticular, sus caracieristicas como portadores de F constituyen una propredad de

suma relevancia en el area de la teenologia farmacéutica.

Losg estudios realizados en este trabajo de wesis doctoral, amplian v profundizan los
congeimienios actuales sobre la ulilizacidon de PE como portadores de F. En
particular, se revelaron ouevas potencialidades de Il utilizacidn de  diferentes
polimetacrilatos (EuE, Eul, EulD), EuS v EuF5} v polisacéridos (Chi ¥ AA) como
partidores de BE v CMP, que no habian sido estediadag previamente.

Se disefaron v caracterizaron nuevos SLM constituidos por o interaccion iomica
entre dos PE {CIPE) gue vehicularon BZ, v enire un PE anidnico vy CMP, los cuales
fueron caracterizados a través de una amplia bateria de estudios para la evaluacion de
sus propicdades fisicoguimicas v los atnbutos farmacotécnicos v biofarmacéuticos,
que permiticron visualizar las potenciales aplicacioncs de los sistemas obtenidos.

Los CIPE cargados con BE se obtuvicron mediante una metodologia simple v

reproducible, extrupolable a su obtencidén en mayor escala.

La caracterizaciom  fisicoquimica de estos sistemas . permilid  evidenciar la

interaccion ionica cntre los policlectrolitos (PE);, sin embargo, no se observaron
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marcadas diferencias entre los complejos interpolielectrolitos (CIPE) obtenidas en los

diferentes medios de interaceidon y las mezclas fisicas (MF) correspondientes,

Las microparticulas desarrolladas se obtuvieron econ un alto porceniaje de
rendimiento y exhibicron dptimas propiedades reologicas, adecuadas para formular
estos sistemas en capsulas, con la potencialidad de poder combinar diferentes CIPE
con propiedades de liberacion de BY diferencindas; a los fines de disefiar sistemas
combinados que permitan proveer una dosis de ataque de BZ y luego una liberacién
controlada en ¢l tiempo. Esto se podria aprovechar por las propiedades peculiares
conferidas por las diferentes composiciones de los CIPE desarrollados v Iz influencia
del medio de interaccion utilizado para su desarrollo, que dan lugar a la obtencidn de
sistermas con diferentes propiedades de liberacion de BZ.

En lo que respecta a los sistemas portadores de CMP, éstos fueron oblenidos por
interaccion electrostitica, basados en la plataforma PE-F desarrollada en nuestro
prupo de investigacidn. La caractenzaciin fisicogquimica de cstos sistemas, permitio
evidenciar la ineraccidn ionica entre ¢l PE portador v CMP, los materiales se
presentan como s0lidos amorfos ¥ se observa ausencia de CMP libre, lo que indicaria
que todo el F forma parte del complejo,

Al evaloar las propiedades de liberacion, se pudo establecer que los PE utilizados
actian como soporte de CMP y que los sistemas portadores obtenidos se comportan
como sistemas inteligentes ¥ de reservorio, capaces de liberar ¢l F en presencia de
iones  (electrolitos pequefios) en el medio de liberacion, proceso que resulta
favorecido por el intercambio iénico. La liberacion de CMP es lenta y controlada, se
observa influencia del medio de liberacion v del PE presente en la composicidn del
complejo.

En general, parn los CIPE cargados con BZ v Jos complejos PE-CMP, la
evaluacion de la liberacion mediante la utilizacién de cambio de medio (2 h en medio
acido seguido de 4 b en solucion tampon de pH 6,8), que simularia ¢l pasaje del
sistena por ke TGI, evidencia una promocion de |a liberacion del F al cambiar el
medio de liberacion, lo que se atribuye al aumento de la solubilidad del PE portador

de paturalesn acida,

Dadas las potencialidades de los sistemas ponadores de BE y CMP desarrollados v
al wvisualizar sus ventajas farmacoterapéuticas, respecto de los  tratamientos
actualmente disponibles, se avanzd en los estudios in vive en animales de

experimentacion, con ¢l fin de evaluar la cficacia v seguridad de estos sistemas que
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constituyen alternativas superadoras que podrian ser utilizadas para optimizar el
tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Para el cumplimiente de estos objetivos, fue necesario, en pnmera instancia,
realizar exhaustivos estudios in vitre ¢ in vive de los F, En este sentido, se evalud
meticulosamente el efecto anti-T. cruzi de la combinacion entre CMP (un inhibidor
especifico de la tripanotiona reductasa) v BZ, para disefiar nuevas estrategias que
pudicran estar dirigidas 2 mejorar los ratamientos etiologicos acteales ¥ en donde se
aprovechara el mecanismo de accion mdependiente de cada uno de los F, de modo tal
que, la combinacion entre éstos, permitiera optimizar la eficacia v seguridad de la

Ffarmacoterapia anhichagasica.

Los estudios in vitro realizados mediante la téenica de checkerboard permitieron
establecer que CMP actia como simergista de BE vy que [a combinacion de los F
presenta un importante efecto tipanocida sobre la viabilidad de los trypomasti gotes,
Estos resuliados, junto con ¢l andlizis de los pardmetiros farmacocinéiicos v mediantie
ung aproximacion alométrica, permilieron establecer los intervalos de desis 4 emplear
en los expenmentos in wve. Cabe destacar que esta estrategia fue muy eficaz para

reducir la cantidad de animales de experimentacion empleados en estos estudios.

Sobre la base de los estudios in vive realizados se corroboro la sinergia en la
accion de los F y se pudo evidenciar que el tratamiento con CMP combinada con
bajas dosis de BZ reduce la inflamacion cardiaca v mejora los resultados de la
cardiomiopatia crinica, en comparacion con las dosis clinica de BZ. Esto se traduce
en la posibilidad de utilizar dosis mis bajas v eficaces de BE, con una mavor
sepundad en la farmmacoterapia,

A partir de estos éstiedios v al evidenciar la potencialidad de la abianza de los F
irnpanocidas evaluados para el trutamiento de la enfermedad de Chagas, se abordaron
los estudios de los sistémas portadores desarrollados. Estos SLM presentaron eficacia
terapéutica anti-I~ cruzi v la combinacion de los F en los sistemas portadores permitic
lograr una mayor seguridad en el tratamiento, En consecuencia, los sistemas
portadores de BZ y CMP, ademas de presentar propicdades fisicogquimicas,
farmacoidenicas ¥ biofarmacéuticas adecuadas, permiten wna mayor eficacia v
scguridad en el tratamiente  antichagisico ¥y se constituyen en una alternativa
farmacotcrapéutica optima para ser emplcada on la farmacoterapia de la enfermedad
de Chagas.
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En esta linea ¥ a los fines de contar con una metodologia bioanilitica validada,

para posteriores estodios de farmacocinética vy bioequivalencia, se realizd la
determinacion cualitativa vy cuantitativa de BZ en plasma humano como matriz
bioldgica, La metodologia de HPLC puesta a punto demostrd ser rapida, sencilla,
sensible, precisa, exacta, sclectiva v de bajo costo, y de este modo se ajusta a los

requertmienios de la autondad samitana.

Por otra parte, se desarrollaron formulaciones pediatricas de BZ, en formas
farmacéuticas adecuadas para ¢l tratamicnto de la poblacidn pedidtrica, con el énfasis
centrado en dar respucsia a la demanda insatisfecha de medicamentos no disponibles
para €l (ratamiento pedidtrico de la enfermedad de Chagas. Se desarrolld una
suspension a partir de los comprimidos comerciales gue contiene BE al 1 %, la cual
redne los atnbutos de calidad requenidos v es estable al menos por 90 dias, tempo

suficiente para llevar a cabo ¢l tratamiento completo.

En lo gue reficre a las tormulaciones pedidtricas masticables, se evidencid que
estas presentan versatilidad posoléogica. La evaluacion de los ainbutos farmacoténicos
¥ biofarmacéuticos, permitid evidenciar que &stas se ohlienen por pIeCEs0s que
pueden ser escalables y que presentan atributos de calidad con alto grado de
cumplimiento de las especificaciones de farmacopeas. Ademis, la optimizacion del
sabor d¢ la formulacion promoveria una mejor aceptacion del tratamiento, por parte
de los pacientes pertenecienics a este grupo etario.

Las formulaciones pedidtricas desarrolladas y los exhaustivos estudios realizados,
permiten establecer que éstas son alternativas farmacéuticas interesantes, en términos
de eficacia, seguridad v confiabilidad, para dar respuesta a la falta de disponibilidad
del tratamicnto pedigtrico de la enfermedad de Chagas.

En resumen, en ¢l transcurso de la presente tesis doctoral, se desarrollaron ¥
evaluaron nuevos sistemas farmacoterapéuticos, algunos de ellos, basados en sistemas
portadores de BZ y CMP, con propiedades de liberacion modificada y, otros, basados
en formulaciones pedidtricas. En conjuntio, estos sistemas ofrecen ventajas
farmacoterapéuticas, respecto de las formulaciones que se utiliean actualmente, que
podrian ser aprovechadas para ¢l tratamiento de la enfermedad de Chagas, Este
escenario, propicia condiciones  prometedoras para el desamolle de  terapias
antichagasicas mis eficaces v seguras. En particular, los sistemas portadores de BZ v
CMP son promisorios para ¢l disefio de sistemas de liberacion de F con propiedades
peculiares para la via per-oral, en donde s¢ aprovechen las carpcterisiicas particulares
de cada uno de los sistemas desarrollados. Esto se podria traducir en una mejor
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adherencia al tratamiento por parte de los pacienics v en una mejora significaniva de
la eficacia ¥ seguridad la enfermedad de Chagas.

8.2. Proyecciones a corto plazo y perspectivas a futuro

Este trabajo de tesis doctoral abre nuevas perspectivas de investigacion, no solo
direccionadas a la aplicacion de los sistemas portadores en situaciones lerapéuticas
especificas, sino también, con relacion a evaluar y documentar potenciales
propiedades de los polimeros, atdn no descriptas. En este sentido, en funcion de los
esiudios realizados v los resultados obtenidos, resolia interczantc profundizar <l
estudio de los sistemas portadores desarrollados. Seria de gran relevancia llevar a
cabo estudios de bioadhesion de los sistemas portadores, a fin dé establecer s éstos
ticnen alguna incidencia en los cventos preabsortives de BZ v CMP,

Asimismao, aportaria al conocimiento sobre la farmacoterapia de I enfermedad de
Chagas, la ampliacion de los estudios in wive, de eficacia v segundad, a todos los
sistemnas portadores de cada wno v de las combinaciones dptimas que se pudieran
disehar. Esto permitirk seleccionar las composiciones mas comvenientes para el
desarrollo de formulaciones solidas optimizadas, para ser administradas por via per-
oral, que aporen mayor eficacia, seguridad vy confiabilidad, respecto de los
tratamientos actuales. La realizacion de estudios farmacocinéticos para la evaluacion
de la bisdipomibilidad de BZ, en amimales de mavor famafo o bien en humanos,
también aportaria al conocimiento acerca de la enfermedad de Chagas,

Complementariamente, seria interesante evaluar la modulacién de la respuesia
inmine frente al trufamienio con los sistemas poradores, debido a que. por la
condicion intracelular del pardsito, la respuesta inmunoldgica del huésped es critica

para su control.

Las proyecciones presentadas previamente son a corfo plazo y estos estudios
forman parte de mi provecte posdoctoral aprobado por CONICET para el periodo
FO6-200H,

Adicionalmente, se abren como perspectivas a fisuro una senie de lineas sobre las
cuales investigar, producto del conocimiento generado durante esta tesis doctoral. Por
un lado, los resultados de los cstwdios farmacocimcbicos permititian conlar con un
hackerownd de informacion adecuado pam proponer la reslicacion de estudios in vivo

en humanos volintanos.
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Otros aspectos que ameritan ser abordados en detalle imphean profundizar el
conocimiento a nivel molecular de los sistemas portadores y llevar a cabo estudios

mecanisticos que permitan evahear la interaccion existente entre los PE y el BZ en los
CIPE, a fin de evidenciar ¢l fipp de fuerzas intermoleculares que fiene lugar en la
disperzidn molecular del complejo. Asimismo, seda interesante profundizar en el
cstudio de los complejos PE-CMP. tanto a nivel molecular, como a mivel particilado,
como asi tambeen, dilucidar con mayor defalle el mecanismo gque pobiema la
liberacion de CMP, desde el punto de wvista cinetico. En conjunto, seria de gran
relevancia evaluar ¢l comportamiento de los sistemas portadores en diferentes

escenarios fisioldgicos,

Finalmente v centrados en la enfermedad de Chagas, resulta también interesante
evaluar el potencial de las formulaciones pedidtricas desarrolladas, a log fines de
generar conocimientos que permitan abordar con seguridad estudios de eficacia
clinica, necesarios para el registro del producto y su potencial transferencia, para
atender a la problemitica pediatnca antichagasica.

En paralclo, scria intcresante finalizar la carscterizacion fisicoquimica integral de
CMP neutra v poder dar a conocer dichos resultados, no solo como una publicacion
cientifica, sino también, como parte de las bases de datos cristalogrificas que se

uitilizan como referencia a nivel mundial,
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Anexo 1:
Identificacion y caracterizacion de
BZ extraido y purificado desde
comprimidos comerciales

Debido a las limitaciones existendes en lo que refiere a la disponibilidad de los
medicamentos para ¢l tratamiento de la enfermedad de Chagas y sumado a que en
septiecmbee de 2011 (afo de inicio de la tesis) se anuncid gue, el dnico laboratorio
proveedor a nivel muondial intermumpid la produccion del BZ, no sélo como
ingrediente farmacéutico activo, sino también del producto terminado bajo la forma
de comprimidos I:Rau:lnnil'!', Roche), para el desammollo de este trabajo de tesis, [ue
necesario poner & punto una metodologia de extraccion v purificacion de BZ a partir
de los comprimidos comerciales disponibles y su identificacion y caracterizacion
fsicoguimica, de modo tal de garantizar la calidad de este material, para su empleo en
el desarrollo de fos diferentes sistemas farmacoterapéuticos propuestos, Ademds, cabe
destacar que, hasta 2015, no se disponia de una monografia oficial de éste ni de sus
productos terminados en la Farmacopeca Argentina (Farmacopea Argenting, 2014) y
sdlo se contaba como referencia con o que se encontraba codificado para ¢l F puro en

la Farmacopen Internacional (World Health Organization, 2015).

En este senlido, se planted [a puesta & punto de un procedimiento para extracr,
purificar ¥ caracterizar BZ, a pantir de los comprimidos comerciales disponibles
(Radanil®, Roche), luego de que superaron su fecha de caducidad, los cuales fueron
suminisirados gentilmente por la Coordinacion Macional de Control de Vectores {scde
Cordoba) dependiente del Ministerio de Salud de la MNacion, Este proceso fue
fundiimental para ¢l desarmollo de la tesis, va que ¢l F puro era necesario, tanto para el
desarrollo de los sistemas portadores eon propiedades de liberacion modificada de

BZ, como para el desarrollo de las formulacienes pedidtricas.

Cabe destacar que, a pantir del conocimiento generado, se contd con informacion
relevante para proponer la incorporacion de su monografia en la nuceva edicion de la

Farmacopea Argentina.
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#1.1. Proceso de extraccion y purificacion de BZ

Frente a las dificultades para acceder a los comprimidos de BZ, la cxtraccion debia
realizarse en loles pequefios, a partir de los comprimidos disponibles (Radanil®,
Roche).

En un morers se procedio a la molienda de los comprnmidos de Radanil”,
aproximadamente 100 comprimidos por lote, equivalente a 10 g de BZ (segin lo
declarado en rotulo). Se trasvasd el matenal pulverulento a un recipiente de vidnio de
250 mL v se agregd cantidad suficiente {c.5.) de etanol destilado a partir del alcohol
medicinal (Pora”. Cha., Argentina} y s¢ mantuvo la dispersion bajo agitacion y calor
(aproximadamente 60 *C), durante 30 min. Luego se procedid al filirado del solido
remanente ¥ BZ fue obtenido a partir de las apuas madres, mediante recristalizacidn
por cambio de temperatura-solvente por el agregado de 200 mL de agua destilada fria
v ¢l empleo de un bafio de hiclo. El sistema se dejo reposar 30 min y, luego, el BL en
estado sdlido fue obtenido por filtracion bajo vacio (-760 mmHg) v posterior secado
hasta peso congtante en estufa a 45 °C. El matenal particulado obtenido fue
almacenado en envases de vidrio inactinicos con cierre hermético, en condiciones de

temperstura ¥ humedad relativa ambiente,
#1.2, ldentificacidn y caracterizacion fisicoguimica del BZ

Para la identificacion se realizaron los ensavos codificados en la Farmacopea
Intemacional (World Health Organization, 2015} espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR), determinacion del punto de fusion v cromatografia
en placa fina, Complementariamente, se realizaron cstudios de analisis termico:
arilisis termogravimétrico (TGA) vy calonimetria diferencial de bamrido (DSC);
difruccion de Bx de polvos, microscopia Optica, determinacion de solubilidad en
equilibrio ¥ andlisis de la curva espectral UV-Vis en agua y fluidos biorrelevantes, de

manerd de caracterizar inlegralmente las propiedades fisicoquimicas del BZ,
#1.2.a. Espectroscopia FT-IR

Los espectros FT-TR se tomaron en un microscopio inframmojo (Micolet iN10,
Thermo Sciemific®, Espafia). Las muesiras sc secaron en condiciones de vacio
durante 2 h, antes de la toma del espectro ¥ s¢ conscrvaron en cavases de clere
perfecto gue contenian silica gel, para evitar gue las muestras s¢ humedecieran. Los

gspectros fueron obtenidos v procesados con el programa EX OMNIC ESP 5.1
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1. 2.0, Analisis férmicn

El comportamiento térmico del BZ fue determinado medante TGA y DSC,
utilizando los equipos TA-Instruments. USA; Hi-Res-TGA 2950 y Modulated-DSC
2920, respectivamente, Las muestras colocadas en recipicnics de aluminio, cerrados
po-hermeticos con un orificio en la apa (pin-hode), fseron sometidas a rampas de
calentamiento de 10 *Ci/min entre 0 y 300 °C, en atmos{era inerte de N; en un flujo de
50 mL/min, La temperatura y entalpia de fusion del BZ fue determinada a partir de
las curvas de DSC. mientras que la temperatura de descomposicién v ¢l contenido de
solventes volatiles todales se determinaron por TGA. Los datos fueron obienidos v
procesados mediante un  software especifico (Umiversal Analysis V30 TA
Instruments” ). Complementariamente, se observi el comportamiento de las particulas
en funcidon de la temperatura entre 25 v 200 *C atilizando un microscopio dptico con
platina calentable (Koffer”, Alemania) equipado con una fuente de 2.5 A v lenie de
40X

#1.2.c. Difraccidn de Bx de polvos

Los patrones de difraccidm fueron tomados 3 temperatura ambiente utilizando un
difractometro de Rx de polvos {PANE'I}"HEI!“ X'Peri Pro, Paises Bajos), con radiacion
Cu Ka (#=1,5418 A), wbo de voltaje de 40 kV y tubo con corriente de 40 mA. Las
miuestras fucron colocadas en porta muestras de aluminio ¥ los datos colectados en un
intervalo angalar de 5° a 80° 2648, con un paso de 0,02° y una velocidad de barrido de

1*/min.
#1.2d Microscopin dptica de vz polarizoda

Las muestras se analizaron wtilizando un microscopio optico con filtros
polanzadores qﬂi}mpu.r.* BX41, Japon), equipado con una camara digital {Infinity
Lumera "p pura la toma de las imagenes v software especifico para su procesamiento
(Infinity Analize®, Release 5.0.2). Las muestras se prepararon  colocando
cuidadosamente los cubreobjetos sobre los portaohjetos, Las imégenes se obtuvieron
con un aumento de 2000

#1.2.e. Determinacion de lo solubilidad de BE en agua y medios
blorrelevantes

Para realizar las determinaciones de solobilidad en equilibrio, se colood un exceso
de BZ en sendos tubos con tapa (cada uno por triplicado) wtilizando como medios
agua destilada v soluciones ampdn de pH 1.2; 4.5, 68 v 7.5, en un bafo
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tlermostatizado a 37 °C. Los sistemas fueron agitados periddicamente wtilizands un

mezclador de vortice (Decalah®™, Bs.As., Argenting) ¥ luego se dejaron reposar hasta
alcanzar ¢l equilibrio, Se tomaron muestras del sobrenadanie, a diferentes intervalos
de tiempo entre 12 h ¥ hasta 7 dias de transcurrido el experimento, que fueron
filtradas para su posterior valoraciom. La cuantificacidn de BZ se realizd por
espectrofotometria UV=Yis v ¢l valor de solubilidad de BZ fue determimado cuando
tres mediciones consecutivas de la concentracion de BY permanecieron constantes

{cocliciente de variacion no mayor al 5 % en las concentraciones medidas).

# L2 Colegorizocion del BE en of Sistema de Closificacion Bioformaceution

En el marco del Sistema de Clasificocion Biofarmacéutico (SCB), los F se
clasifican respecto de su solubilidad relativa a la dosis en funcion del nimero de dosis
(3,). En este sentido, un F es considerado como de alta solubtlidad relativa coando 0,
< 1 y de baja solubilidad relativa cuando D, > 1 (Amidon, Lennernds, Shah, &
Crison, 19935].

A tales fines, con los valores de solubilidad oblenidos para ¢l BE, se calcula ¢l 12,
en los distintos medios ensayados, de acuerdo & la Ecuacidn #1.1, en donde la dosis
maximi aprobada por la OMS cs de [0 mg.

_ Dosis mg/250 mL Ecuacidn #1.1

" Solubilidad mg/mL

# 1.2.q. Determinacion de umae metodologio amslitice para valoror el B2

A los fines de desarrollar un método de cuantificacion pars determinar la pureza
del F v que foera de utilidad pare los estudios posteriores, sc¢ realizaron
determinaciones  espectrofolométricas  de  soluciones de BE  wilizando  un
espectrofordmetro TNV-vizible (Evolution 300, Termo Scientific, Suiza), Se realizaron
curvas espectrales en diferentes medios (agua destilada, HCI 0,1 M, soluciones
tampon-USP de pH 1,2; 4.5; 6.8 v 7.5) para determinar los valores de longiud de
onda de maxima absorcion (Am. ). Luego se realizaron las curvas de calibracion de BZ
ala hpx = 324 nm en cada uno de estos medios, utilizando un estandar de referencia

En todos los casos los ensayos se realizaron por triplicado.
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#1.3. Resultados y discusion de caracterizacion de BZ
#1.53.1, Propredades fisicogquimicas y coracterisiicns observados para BE

Mediante el procedimiento de extraccion y punficacion de BZ a partir de los
comprimidos comerciales, se logrd obtener diez lotes de BZ con un grado de pureza
de (99,2 £ 0,5) %, cumplimentando con lo especificado en la Farmacopea
Intermacional (Weorld Health Organization, 2015). El rendimiente medie del proceso
de cxtraccion v punficacion fue vanable y muy dependiente de las condiciones de
procesamiento de cada lote v del tamafio del lote, de la temperatura, la refacion de
solventes en el procese de recristalizacion, ¢l Gempo de agitacion, enire otros. Sin
embargo, una vez que fue optimizado el proceso de extraccion y punificacidn a escala
laboratonio, s¢ obtuvieron rendimientos reproducibles de (87 + 2) %, para lo cual, el
control de la temperatura de calentamicnto entre 60 y 65 *C durante la extraccion y la
cantidad de comprimidos procesados entre 100 v 200 unidades como maximo, fuesron
los pardmetros criticos en el rendimiento obtenido

La Figura #1.] muestra el especiro FT-IR del BZ, ¢l que se superpone con el del
estandar de referencia. Alli se pueden observar los grupos las bandas caracteristicas
atribuibles a los grupos funcionales carecteristicos del BZ, especialmente aguellas
que se corresponden con las bandas tipicas de las amidas, tales como el estimmiento
del enlace N-H (vibracién N-H), estiramiento del enlace carbonilo (banda amida 1) v
la deformacien del enface MN-H {banda amida [I), ademds de las wibraciones
resultuntes del prupo bencilice e imidazdlico ¥ en particular del grupe nitro
iSchrader, 2008). En la Tabla #1_1 se detalla la asignacion de las sefiales consideradas

mas relevantes.

Tabla #1.1. Frecuecias de vibracton v anignaciones correspondientes a los banday de
absarcidn mds importanies del BE

i I
thl_‘_’llﬂl.'l:[*ll Frecueacias (i |

Estiramiento del enlace N-H 3270
Estiramienta del grupo carbonilo |65%
Deformacion del enlace N-H {amida 1) [543
Estiramiento del enlace C-N 1358

Estiramiento simétricos y asimétricos del CH; y

130, 3105, 3067 v 302
estiramiento del enface C-H aromético ' : y S
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Figura #1.1. Espectro FT-IR obtenido para el BZ

Las curvas obtenidas mediante los analisis termicos, TGA y DSC (Figura #1.2),
demostraron que el BZ es poco higroscopico y térmicamente estable. A partir del
TGOA se observd pérdida dé peso a 110 °C, atribuible al contenido de humedad, que
fuc = 0.5 % pp. lo cual cumple con las especificaciones generales de la Farmacopea
Argentina ¢ Internacional (Farmacopea Argentina, 2014; World Health Organization,
201 5), Ademas, se observo que la descomposicion del BZ se inicia aproximadamente
& 250 7, Mediante las curvay de DSC ze confirmaron esios resuliados v
adicionalmente se determind que BZ funde a 190,2-191.2 °C, caracterizado por una
endoterma de fusion aguda y simétrica, que reflegs fa purcza del BZ, cuya entalpia de
fusidn fue AH = 1333 J/g. Por microscopia dptica con platina calentable se confirma
esla lemperaiara e intervalo de fusidn del B

La difraccién de Rx de polvos mostrd un difractograma caracteristico de un
material cristaling (Figura #1.3), Este estudio no tuvo como objetivo realizar un
analisis cristalogrifico detallado, sin embargo puede observarse que el perfil de
difracciom del BZ demuestra su naturaleza cristaling, mostrando numerosos picos de
alta intensidad. La mayor intensidad se observa de 3 a 11,5 16,5 y 227 ademas de
varios picos secundanos (Honorato et al., 2004),
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Figura #1.2. Curvas de TGA, DSC v derivada de TGA obtenidas para el BE
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Flgura #13, Difractograma e Ty de polvos obtenido para ¢l BZ

La observaciom del material al microscopio dplice. sin v con luz polanizada,
confirma cste resultado. Las fotografias de la Figura #1.4 muestran que BZ se
presenta como cristales aciculares, caracteristicos de la Forma [ cristaling mis estable
de BZ (Honorato et al., 2014), a la vez que se observd el fendmeno de birrefringencia

bajo ¢l efecto de la luz polarizada,
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Figura #1.4. Micrografias sin ¥ con luz polorizada { 20k} obiendas para el B2

#1,.3.2, Determinaciones espectrofotometricos UV-Vis

Mediante ¢l andlisis de la curva cspectral obicnida por espectrofotometnia LY -
visible se determind que la longitud de maxima absorcion de BE ¢s de 324 nm vy gque
Esta no sufre cambios sipmificativos con el cambio de solvenie; es decir, no s
producen desplazamientos batocromicos o hipsocrdmicos con el cambio de solvente
Las curvas de calibrado se obtuvicron con valores de correlacidn lincal ¢ > 0,008

considerado como criterio optimo para la aceplacion de los datos.

A partir de cstos resultados, cs posible afirmar que csta metodologia analitics cs
iiil v apropiada para valorar ¢l BY vy pucde scr complemeniana & la titulacion

patercimeirica en solucidn no acuosa descripia en la Farmacopea Internacional
#1.3.3, Determminacion e Ia soluwbifidad v solubilidod relotivo o fo dosis

La solubilidad acuosa de los F ex un parametro muy importante ¥ determimante ¢n
gl disefio de las formas farmaccubicas, su versatihdad posologica ¥ es uno de los
criterios utilizados por ¢l SCB, En ¢l marce de gste sistema, lg determinacion de la
solubilidad refativa a la dosis junto a la permeabilidad intestinal, permite asignar los F

g unda de las cuatro clases del SCE.

En la Tabla #1.2 ¢ observan las clases biofarmacéuticas en las que pueden ser
clasificados los firmacos dependiendo de su solubilidad acuosa relativa a la dosis y
su permegbilidad intestinal (Amidon et al., 1995; Food and Drug Admimsication,

Z00H1),

A panir de estos resultados v dependiendo de la clase biofarmacéutica a la cual

[ - . - |
correspondenia el BZ, se podria sugenr como candidato a bioexenciones

£ eédrmine biopxewcide se aplios eo o pracifios regadmens csarde e prodecin frenrcomicn. se
apreeta o Base o evideectos de dquivaloncta que ae valeoner prrvebar de icegeivalencia m-vive (Fomd
et Mreg Adfoniaderrarioss, M



Tabla #1.2, Clasificacion de F v lax correlaciones in-wive=in-vitro esperadis para formas
Jarmacenticar de liberacidn immediata, sobre la base del SCE.

Solubilidud

Permeabilidad Corrilacian fm vifro=in vra
intestinal experada

Cuando la velocidad de disolucion
1 Alta Alta o4 mas lenta que la de vaciado |
Cuando la velocidad de dizalucidn
2 Baja Alta in vitro ¢s similar a la velocidad de

disolucicn in vive
La absorcion (permeabilidad) es la
- velocidad delerminante ¥ limita &

3 Alta Baja o las correlaciones in witro=in vivo
con la velocidad de disolucidn
Correlaciones in wire-in vivo

4 Baja Baja limitadas o no esperadas

Clase acoosa relativa
i la dosis

En la Tabla #1.3 se informan los valores de solubilidad v de ésta relativa la dosis
(0, de BZ, oblenidos en agua v los NMuidos biorrelevanies recomendados por a 115,
Food and Drug Administration (Food and Drag Administration, 20040).

Tabla #1.3. Parimetros fisicoguimicos y bofarmacduticos obtenidos parg BZ

Medios ensavadoy

pH 45 pH68  pH7S

Pardnretvos

Agua pH 1.2

Solubilidad
R 0,268 4+ 0001 0375 0053 0332 £ 0004 0387 £ 0002 0,330 4+ 0,003
fmg/ml)
i, - 107 120 103 1.21
SR Baja solubilidad - CLASE IT o IV

D acuerdo a los valores de solubilidad acunsa de B se cormobord que os mry
poco soluble, acorde a las indicaciones de solubilidad definidas en la Farmacopea
Argentina. En tanto que, los valores de (2, en los medios biorrelevantes catalogan al
BY como de baj solubilidad relativa a la dosis de acuerdo a los lincamientos del
SCH, por lo que corresponderia a la Clase 11 o IV (Amidon et al., 1995; Food and
Drug Administration, 2000). No obstante, cabe mencionar que Kasim ef ol (2004)
clasificd al BZ como de Clase 111, pero en esta revision no queda claro ¢l origen de
los datos de solubilidad considerada (0.4 mg/mL), por lo cual se desconoce el detalle
de las condiciones experimentales para su determinacion. Ademas, esta clasificacion
se realiza considerando la permeabilided en funcidn del CLogP v ono mediante
estudios cxpenmentales como recomienda la autoridad sanitaria (Food and Drug
Administration, 2000; Kasim et al., 2004). De acuerdo a los resultados obtenwdos en
este trabajo de lesis y para poder enmarcarlo clarmmente en una Clase particular del
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SCH, seria necezario llevar a cabo los estudios de permeabilidad, por alguno de los
métodos que los protocolos de la LS. Food and Dreg Administration sugiere
(perfusion intestinal i vive en seres humanos, perfusiin intestinal in vive o i situ
usando modelos animales apropiados; permeabilidad v witre usando  tejidos
intestinales extirpados humanos o amimales; o permeabilidad in vitro & lo largo de una
capa simple de células epitcliales culttvadas ) Food and Drug Administration, 2000} ,

En resumen, como s¢ puede observar a partir de todos los resultados informados.
s¢ puso a punto una meiodologia de extraccion v purificacion de BZ sencilla v
reproducible, a partir de comprimidos comerciales, que permitio obtener BY. con alto
grado de pureza y rendimiento, @il para el desarrollo de los  sislemas

farmacoterapéulicos propucstos.

Los datos  fAsicoguimicos  obienidos  aportaron  informacién il para la
identificacion, carsclerizacion mtegral ¥ valoracidn Jde BZ como F opuro, Los
resultados obtenidos al considerar los parametros del SCH, permiten asignar al BZ a
la clase 11-IV (baja solubilidad relativa a Ia dosis), lo gque sugiere que los productos

que deriven de éste no son candidatos a bioexcenciones.

Loz dawos obtenidos, a partir de todos los estmudios realizados, fueron de gran
importancia para la elaboracidn de una monografia de BZ, que foe elevada para
consideracidon o la subcomisidn correspondiente para su andlizis v evaluacidn, a los
fines de ser incluida en la nueva edicion de la Farmacopea Argentina. Recientemente,
a fines de 2015, fueron aprobadas las monografias de BZ y de los comprimidos que

contienen B
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Anexo 2:
Neutralizacion y caracterizacion de
CMP neutra

Debido o que CMP s6lo se dispone bajo la forma de su sal clorhidrato, en este
trabujo de tesis se desarmolld una metodologia para neutralizar y caracterizar la CMP
newtra, necesaria para obtener los sistemas portadores de F que se presentaron el
capitulo 4 Sistemas portadores de BZ v CMP.

#2.1. Obtencion y caracterizacion quimico-farmacéutica de CMP
neutra

Ante la necesidad de contar con la CMP neutra, se puso a punto una metodologia

para llevar a cabo 1a neutralizacion dcido-base de CMP clorhidrato en medio acuoso,

f2. 1. 1. Newiralizacion de CMP clorhidroto

Debido a que CMP en su forma neutra ¥ en medio aCUDR0 S¢ Presentd coma un
aceite (Rabinowitz & Zaffaroni, 2006), para la neutralizacidn de su sal clothidrato, se
prepard una solucidn acuoss al 1005 %o v se adiciond CH;CHCl, en proporeion 1:1,
piara obtener un sistema bifisico. Posterionmente, se¢ adiciond, gota a pola, una
solucion de NaOH 1 M (grado PA, Cicarelli, Santa Fe, Argentina) en proporcidn
equivalente para neutralizar la totalided del clorhidrato presente en el F. Para
commoborar la completa neutralizacion se llevo a cabo el registro del pH de la fase
acuosa, Finalmente, ¢l sistema bifasico fue colocado en una ampolla de decantacion v
lucgo de 3 particiones sucesivas con CHsCHACls, en proporcion 1:1, la fase acuosa
fue descartada y la fase orginica se concentrd para obtener la CMP neutro. La
evaporacion de 1a fase organica se llevo a cabo de dos formas diferentes. Por un lado
se utilizd un evaporador rotatorio o rotavapor (Rotavapor R-110, Biichi®, ltalia) y se
aplicd vacio a <760 mmHg Por otra parte, se llevd a cabo la evaporacion lenta ¥ no
forzada, a temperatura ambiente para recristalizar la CMP, para lo cual se coloco la
fase organica en un recipiente de vidrio inactinico vy de solventes woldtiles se
determind mediante el andlisis del %% de humedad de la muestra en una balanza
acoplada a una platina calentable { Analizador de humedad MB35, Ohaus®, Suiza).



#2.2. Caracterizacion fisicogquimica de CMP

La CMP neutra no se encuenira codificada en la Farmacopea Argentina
{Farmacopea Argentina, 2014) en consecuencia, para la cansclenzacion del
materiales obtenido se emplearon diferentes metodologias a los fines de determinar la
temperatura e intervalo de fusion; la pérdida de masa en funcidn de la temperatura, el
porcentaje de velitiles y de agua; los grupos funcionales presenles en su estructura v

las propicdades cristalinas,

#2.2.a. Difroccion de Rx de pofvos

Los patrones de difracein fueron tomados a temperatura ambiente utilizando un
difractémetro de Rx {PANalytical® X'Pert Pro, Paiscs Bajos), con radiacion Cu Ka
(A=1.5418 A). mbo de vohaje de 40 kV y mibo con corriente de 40 mA, Las mucstras
fucron colocadas en porta muestras de aluminio y los datos colectados en un intervalo
angular de 5" a R0F 24/, con un paso de 0,02° y una velocidad de barrido de 1%min.
Adicionalmente, s¢ determing el patron de diffuccion de Bx en un eguipo sincrotron
{Brookhaven MNational Laboratory).

#2.2h, Micruscopia aptica de T poforizodo

Laz muestras se¢ analizaron utilizando un microscopio optico con  filtros
polarizadores [ﬂl}'l‘l‘l‘pl.lsn BX41, Japdn), equipado con una camara digital {Infinity
Lumera "} para la toma de las imagenes v software especifico para su procesamiento
(Infinity Analize®, Release 5.02). Las muestras se prepararon  colocando
cuidadosamente los cubreshjetos sobre los portaobjetos. Las imdgenes se obavieron
con un aumento de 20X,

#2. 2. . Analisis termico

El comportamiento térmico de CMP neutra v clothidrate foe determinado
mediante TGA y DSC, wilizando los equipos TA-Instruments, USA; Hi-Res-TGA
2950 v Modulated-DSC 2920, respectivamente. Las muesitas colocadas en
recipientes de aluminio, cerrados no-herméticos con un onficio en Ia tapa, fueron
somelidas a8 rumpas de calentomiento de 10 v 2 "Climin entre 0 v 300 *C. 5e
deferminé la wmperatura ¢ intervalo de fusion a pantir de las curvas de DSC v la
temperatura de descomposicion v el contenido de solventes voldtiles totales se
detcrminaron por TGA, Los datos fucron obtenidos y proccsados mediante un
software  especifico  (Universal  Analysis V349  TA  Instruments’ ).

Complementariamente, se determind el punto de fusion con un fusidometro digital (TA-

KXXIV



9100, Electrochemical™) y se observd el comportamiento del solido en funcién de la

temperatura entre 25 y 200 °C utilizando un microscopio dplice con platina calentable
(Koffler®, Alemania) equipado con una fuente de 2.5 A y lente de 40X,

#21.0.d. Espectroscapio FT-IR

Los espectros FT-IR se tomaron en un microscopio infrarrojo (Nicolet iN10,
Thermo Scientific®, Fspafia). Las muestras se secaron en condiciones de vacio
durante 2 h, antes de Ia toma del espectro v se conservaron en envases de cleme
perfecto gue contenian silica gel, para evitar que las muestras s¢ humedecieran. Los
eapectros fucron ohtenidos ¥ procesados con el programa EZ OMNIC ESP 5.1,

#2.2.e Titulocion de Karl Fischer

Para poder determinar las trazas de agua de la muestra y poder compararla con la
cantidad de volatiles totales, se¢ llevd a cabo la  valoracion de Karl Fischer en un
equipo de titulacion (Karl Fischer Titration Metrohm®, 803 Ti Stand), para lo cual se
utilizd el reactivo de Karl Fischer que conziste en una solucion estindar de iodo (1, +
base [imidazol o pindina) + 50y en proporcion 1:3:10 disueltos en metanol anhidro).
Esta detcrminacion se llevo a cabo por sextuplicado.

#2.3. Resultados v discusion de la caracterizacion de CMP neutra
2.2.1. Caracteristicas de CMP newbre y rendimiento de obtencion

El procedimiento de obtencion de CMP neutra se llevo a cabo de diferentes
formas, hasta poder optimizar la metodologia. En una primera instancia se intentd
realizar la neutralizacion directa en medio acuoso, por ¢l agregado de una solucion de
MaliH. Este proceao dio lugar a la formacidn de un aceite untuoso y viscoso que &8
quedaba adhendo a las paredes del recipiente de vidrio, era muy dificil de colectar y
se dificultaba su manipulacion.

Los rendimicntos de obtencidn fueron < 20 %, por esc motivo, sc decidio llevar a
cabo L neuiralizacion Acido-base en fase acuosa, con postenior pamicion con solvente
organico v evaporacion del solvente en rotavapor. Este proceso permitid lograr un
mayor porcentaje de rendimiento del matenial obtenido, cercano al 38 % Sin
embargo, el rendimiento continuaba siendo bajo v un gran parte del material aceitoso
seguia adherido a las paredes del recipiente en la porcion cormespondiente a la fase
acuosa, lo que implicaba una gran pérdida de CMP neutra. A partir de esto, se decidid

Hevar o cabo [u neutralizacion acido-base directamente en un sistema bifasico, con ¢l



&

fin de que cn la medida que ¢! F se fucra neutralizando, la CMP neutra generada se
disolviera y particionara a la fase orginica. De este modo, se evito o disminuyd la
adhesicon de CMP neatra a las paredes del recipiente v, en consecuencia, se redujeron
las pérdidas del F. Para la puesta a punto de esta metodologia, se trabajo con
diferentes solventes orginicos: CH:Cl;, CH(CH;Cl,, CHCEL vy ciclohexano, y se
obtuvieron rendimicntos de CMP neutra comprendidos entre ¢l 50 y 85 %,
dependiente del solvente organico empleado.

Como s¢ detallé previamente, para Iz cvaporacion de la fase orpinica se
emplearon dos metodologias: evaporacion al vacio mediante rotavapor y evaporacion
lenta a temperatura ambiente. Interesantemente, de todos los solventes organicos
evaluados y en cuando la evaporacian es lenta, solo ¢l solvente CHLCHLCl; permitic
obtener la CMP neutra en forma cnstaling, le cual resulia de gran wtilidad en el
dmbito  farmacentico, dada la versatilidad gue tene lugar al momento de su
manipulacion ¥ la mayor estabilidad quimica gue presenta el estado solido. En
particular, con este solvente organico, la CMP neutra bajo la forma de sceite se
obiuve siempre con rendimientos > B %, en tanto que bajo la forma cristaling se
obiuvo con rendimientos > 70 %. Como se observa, ¢l rendimiento de obtencion de
los cristales es levemente inferior; no obstante, obtener la CMP neatra de forma
cristaling es una gran veniaja para su posterior procesamients, En esie punio, es de
relevancia destacar que para la obtencion de los cnstales el sistema se encuenira bajo
evaporacion lenta duranie > 20 dias, momento en el que comicnza a observarse la
formacion de nicleos cristalinos,

En resumien, la metodologia optimizada para la oblencidn de CMP neutra a pantic
de su sal clothidrate implicd su neuwtralizacion dcido-base en un sistema bifdsico, en
donde 1a CMP clorhidrato se encuwentra imicialmente disuelts en la fase scuosa v, a
medida que e neutraliza con NaOH, la CMP neuira particiona a la fise orgdnica. En
particular, para la oblencion del =0lido, se requiere de una evaporacion del solvente

organico lenta v no forzada, a temperatura ambiente.

En la Figura #2.1 se pueden observar las caracteristicas macroscopicas del sdlido
obtenido, el cuzl se presenta como un solido cristaline blanco, y como se forman los

cristales del solido mientras se recrstaliza e la Gse orgamica,
#21.1.2. Propiedodes fisicoguirnicas de CMP neutra

La difraccion de BEx de polvos mostrd un difractograma caracteristico de un

material crstahno (Figura #2.2). A los fines comparativos, s& presentit en la Fipura
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#22 el difractograma comrespondiente a la CMP neatra v al clorhodrato, en donde se
puede evidenciar gue los picos de cristalinidad cambian, lo que sugeriria la presencia
de una estructura cristaling diferente ((iacovazrzo, 2002). Es decir, s¢ puede obzervar
gue en el diffactograma de CMP peubra entre los 5 v 207 aparecen picos que son
distintivos en comparacion con el difractograma de la CMP clorhidrate. Estos
resultados fucron comoborados mediante sincrotron y s¢ encocntran  bajo un
exhaustivo andlisis para la determinacion de la celda unidad de la estructura

cristalin.

Figura #2.1. Aspecio macroscopioo de CMP newira. aj Luego de 23 dias en CH;CHCL, en donde
s¢ puede observar la formacidn de mickens cristalings de CMP newtra, b) Nicleos cristalinos de

CMP newstra ]IJE.H,I.‘I de 35 dias una ver extrasdos del solvents nl];'u:rrim.

[ 1) 40 60 "
Tl )

Figura ¥2.2. Difractograma de Bx de polves obtenndo pars ChP neatra v elochidrata.
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La obscrvactin del matenial al microscopio optico, sin v con oz polarizada,
confimmd las caractertsticas de criztalinidad de CMP neutra, Las I;:1r..1'__1::_||'|m U s
presentan én lo Figura #2.3 muestran gue CMP neutra s présenla como cristales
aciculares (Honorato et al., 2004} ¥ sus propiedades cristalinas permiten observar ¢l

tenpmeno de himetrnienoia en presencia de la lue polanzada,

Fipars #2.3. Micrografias sin v con luzx polarieada (20X chtenidas para CMP neatra

Cabe destacar que, CMP neutra como cristal, no se encuentrn descripta en la
bibliografia, por lo que se estan realizande wdos los estudios necesanos para poder
indexario en [as bases de datos de F enistalings. En adicion, cabe mencionar que, al
parecer, Ia recristalizacion de la CMP daria lugar a Ta formacion de monocristales, los
cuales resultan de gran intercs para ser caractenzados, Para realizar este exhaustvo
andlisis cristalogrifico, mediante sincrotron ¥ Bx de monocristal, se trabaja en
colaboracion con la Dra. Silvina Pagola que se desempefia en el College of William
and Mary-Applied Science Dept-Applied Rescarch Center, Newport News, VA,

LiSA

Ademis, dado que CMP neutra presents en su estructura un atomo de C1, muestras
de este material s¢ encweniran bajo AnAlizsis para s CATACICTIZEACION Por resonancia
II1:Il!r1a.‘Ii|.":'l |.'II.'1-.!I'IIF'||||:|2'_ peira lov cual =e rr:'|'|1.'|.i.'| en colaboracian con @ Dy Walfenson
|'|;:' la |":t|._:l.||I:I.-|‘| i [ Fi:—il{“.l AETFOROITIRE ¥ f'.l.'|1|_'|'r'|:_'|!||;':'1_ L::1|x¢':5i1_1:=1d "‘\'ig.l;pl_lnnal e
Chrdoba, Argenling. Complementaniamenie, o los fnes de coracterizar las
propiedades termodindmicas in vitre de CMP neutra v en diferentes medios, se
triabaja en colaboracicn con o D Fleming Martines del Departamento de Farmacia
Uimiversidad Macional de Colomiva, Bogota; respectivamente, 51 bicn se cuenta con
resultados a partir de estos trabajos en colaboracion, en este trabajo de tesis no se

presentan, va gue exceden los objetivos planteados.

Las curvas obtenidas mediante Tos andlisis termices, TOA v DEC (Figura 42 4},

demostraron gue el CMP es poco higroscopica v estable hasta aproximadamente 150



. A partir del TGA se observd que Ia pérdida de peso g 62 °C fue = 2 % p/p. a 100
°C fue = 3 % p/p v a 160 °C fue < 4 % p'p v Ia descomposicidn del material se inicia
aproimadamente a 175 °C. A partir de las curvas de DSC se¢ observan diferentes
eventos térmicos, cn donde el principal ocurre & los 97,24 *C v corresponde a la
fusion del sélido; se caracteriza por una endoterma de fusion ancha, cuya entalpia de
fusion es AH=40.6 I'g. Esta endoterma ensanchada podria ser producto del
solapamiento de dos eventos: por un lado la fusion del solide y, por otro, la
evaporacion del agua de la muestra (Valls & del Castillo Garcia, 2003). La
determinacion del punto de fusién por medio del fusidmetro digital y por microscopia
Gptica con platina calentable permiticron confirmar esta temperatura ¢ intervalo de
fusidn de CMP. No obstante, se requiere de un estudio mis exhaustivo para poder
analizar los diferentes eventos térmicos que se observan, pero éstos exceden los

alcances de este trubajo de tesis.

El porcentaje promedio de agua presente en la muestra, determinado por Karl
Fischer, fue (3,3 = 0,2) % Fste resultado se enceentra en relacién con el porcentaje
de pérdida de masa a 100 °C que se observo mediante TGA. Este 3.3 % corresponde a
agua sorbida en el sdlido (Kontny & Zografi, 1995).

L, ] -
i1+ T R TP

Fluje de calar [Wig)
Dertnds (%P0}
Mllaas (%)

% aEdan

BT - . - —y T in
-] T4 1 173 2]
Tempeeratura [ O}

Flgura 824, Curvas de TGA, DSC v derivada de TGA obrenidas para CMP ngutra cristaling
La Figura #2.5 muestra el espectro de FT-IR de CMP ncutra y de CMP

clorhidrato. Las sefiales correspondientes al benceno monosustituido (~700-730 cm’
"), como asi también a la amina terciaria (~1030 — 1230 em™) de CMP neutra se
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encuentran superpuestas y entre ambos espectros resulta dificultoso vealizar el andlisis
comparativo (Schrader, 2008). Sin embargo, la banda pris en la Figera #2.5 denota el
principal cambio vbservado entre ambos espectros, que corresponde a la sefial del
grupo amino protonado o ion trialquilamonio (RaNH') entre 2400-2550 em”, el cual
&g observa en la sal, pero no en la CMP neutra, lo que da cuenta de que el proceso de

nedtralizacion fue llevado a cabo correctamente.

10
%0 IIIW
o '1 |
T
- @ |
& 50
48
Nia
. CMP pentra
101
ik
B
i
o
50
i
Ji
an 1
" CMP clorbidrato
00 M (R

Frecuescia (oo’

Figura 1.5 Egpectro FT-IR obtemido para o CMP neutra

En resumen, como se pucde observar a partir de todos los resultados obtenidos, se
puso a punto una metodologia para CMP neutra & partir de la neutralizacién de La sal
clorhidrato, A partir de éste solido se derivé una linea de trabajo inherente a la
caracterizacidn fisicoguimica integral de este solido, la cual se estd levando en
colaboracion con otros investigadores expertos en el drea.

Por su parte, la posibilidad de obtener el material en forma salida, permite una
mayor facilidad en lo que refiere a su manipulacién; ademas, la metodologia
desarrollada permite obtener la CMP neutra con un alto rendimiento v es de wtilidad

para el posterior desamrollo de los sistemas farmacoterapéuticos propuestos,
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Anexo 3:
Difractogramas de Rx de polvo

Difractogramas de Rx de polvo de PE seleccionados
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Difractogramas de Rx de polvo de los sistemas portadores de
BZ v mezclas fisicas
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Difractogramas de Rx de polvo de los sistemas portadores de
CMP y mezclas fisicas
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Anexo 4:
Espectros FT-IR

Espectros FT-IR de los PE seleccionados
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