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ABREVIATURAS

1D: en una dimensién

2D: en dos dimensiones

A: area de superficie de la membrana

A: especie acida en estado neutro

A-: especie acida en estado ionizado

AS: aceite de Soja

ASF: Analisis de Solubilidad de Fases

B: especie basica en estado neutro

BH*: especie basica en su estado ionizado

C: concentracién del farmaco en el lumen intestinal

C ra: concentracidn de farmaco en la fase acuosa

Cro: concentracion de farmaco en la fase oleosa

Co : concentracidn inicial de farmaco en el compartimento donor

CD: ciclodextrina

[CD]: : concentracidn total de ciclodextrina

COL: colesterol

d(H): didmetro hidrodinamico

D: coeficiente de difusion translacional

DLS: dispersién de luz dindmica (Dinamic Light Scattering)

DPF: diagramas Pseudo-ternario de fases

dQ/dt: cantidad acumulativa de farmaco permeado en funcion del tiempo (mg/min)
DRV: vesiculas secas reconstituidas (Dried Reconstituted Vesicles)

DRX: Difraccién de Rayos X

DSC: Calorimetrias Diferencial de Barrido

6 g : corrimientos quimicos del farmaco en el complejo binario con CD

§ g corrimientos quimicos del farmaco puro

8 m: corrimientos quimicos del faArmaco en el complejo binario con MEG

6 s : corrimientos quimicos de sulfamerazina libre

8 s:m : corrimientos quimicos de sulfamerazina en el complejo binario con MEG
8 ¢ : corrimientos quimicos de los protones de los farmacos en los complejos con £3-CD,
M-3-CD, HP-R-CD o MEG

6 rou): corrimientos quimicos de los protones de los fArmacos en ME libres de ligandos
Sr(m1): corrimientos quimicos de los protones de los fairmacos en los sistemas
ME+ligando+farmaco

6 m: corrimientos quimicos de los protones de ME en las ME libres de ligando
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6 mq) : corrimientos quimicos de los protones de ME en los sistemas ME+ligando

6 mr) : corrimientos quimicos de los protones de ME en los sistemas ME+ligando+farmaco
dT : Corrimientos quimicos de sulfamerazina en el complejo ternario

A : desplazamientos en los corrimientos quimicos observados en los espectros de RMN-1H
AHwmeg: entalpia de fusion de MEG puro

AHmuestra: entalpia de fusion de MEG calculada en la muestra

EM : emulsiones

EU: polioxietilenglicerol trihidroxiestearato (PEG)-40 (Eumulgin® HRE 40)

%PFa: fraccién de dosis absorbida en humanos

F/CD: complejos farmaco/ciclodextrina

F/L: relacién molar del farmaco sobre la concentracidn total de lipidos

F: farmaco

Fabs : extension de la absorcidn en humanos

Far: valores de fluorescencia de calceina medidos antes de la adicién de Triton X-100
FC: fosfatidilcolina

FCL: farmaco-en-ciclodextrinas-en-liposomas

FCS: fosfatidilcolina de soja

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU. (Food and Drug

Administration).

Fpr: valores de fluorescencia de calceina medidos después de la adicion de Triton X-100
[F]t: concentracidn total del farmaco

dc : fraccion de volumen de agua critica

G: Geles

H: viscosidad

HCD: metodologia de hidratacién de capa delgada

HLB: balance hidrofilico-lipofilico

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Coherence

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia.

HP-13-CD: hidroxipropil-f3-ciclodextrina

HSQC: Heteronuclear single quantum coherence

IFA: ingrediente farmacettico activo.

INM: indometacina

IPD: indice de polidispersidad

IR: Espectrometria Infrarroja

K: constante del Boltzmann

K11 : constante de formacion de los complejos F/CD de estequiometria 1:1.
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K. : constante de disociacidn acida

Kc: constantes de formacion de los complejos

Kcg : constantes de estabilidad de los sistemas binarios

Kcr : constantes de estabilidad de los sistemas ternarios

Latencia ¢ :porcentaje de latencia inicial

Latencia « : porcentaje de latencia a cada tiempo

LUV: vesiculas grandes unilamelares (large unilamellar vesicles)

ME: microemulsiones

MEG: N-metilglucamina o meglumina

MEGgcr : grado de cristalinidad relativo de MEG

MFB: mezclas fisicas de los componentes liofilizados

MFT: mezclas fisicas de los componentes ternarios liofilizados

MLP: Microscopia de Luz polarizada

MLV: vesiculas grandes multilamelares (multilamellar large vesicles)
M-3-CD: metil-R-ciclodextrina

0/W: ME aceite en agua o ME en equilibrio con la fase oleosa

0O: fase oleosa

P: coeficiente de particion

PAMPA: permeabilidad de membranas artificiales paralelas [Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay]

P.pp: coeficientes de permeabilidad aparente

Pef: permeabilidad efectiva del farmaco a través de la membrana
PM: peso molecular

% Retencidn: porcentaje de retencién de calceina en los liposomas
RMN-1H: Resonancia Magnética Nuclear de Protones

ROESY: rotating-frame nuclear Overhauser effect correlation spectroscopy
S: surfactantes

So : solubilidad intrinseca del farmaco

SBL: sistemas so6lidos binarios obtenidos por liofilizaciéon

SCB: Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico

SF: Sistemas con separacion de fases

Smax: solubilidades maximas aparentes

SMEDDS: sistemas auto microemulsionables (Self-microemulsifying drug delivery systems)
SMR: sulfamerazina

SRF: solucion reguladora de pH de fosfatos

3-CD: f3-ciclodextrina
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St solubilidad total del farmaco

STL: sistemas solidos ternarios obtenidos por el método de liofilizacién
SUV: vesiculas pequeiias unilamelares (small unilamelar vesicles)
Sw: solubilidades de los farmacos en las fases acuosas

o : Conductividad

T: temperatura absoluta

t: tiempo

TEA: trietanolamina

TGA: Analisis termogravimétrico

tres : tiempo de residencia del farmaco en el lumen intestinal

UV: ultravioleta

V : volumen del compartimento receptor

W/O: ME agua en aceite o ME en equilibrio con la fase acuosa

W: fase acuosa
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Capitulo II: “Introduccién y Objetivos’

1.1. INTRODUCCION

La disolucidén del farmaco, en los fluidos del tracto gastrointestinal, es una etapa esencial en
la absorcién de los compuestos que se administran por via oral y por lo tanto, una adecuada
velocidad de disolucién en agua es un requisito fundamental para la absorcion oral y el éxito
clinico de los mismos cuando son administrados en formas farmacéuticas solidas. Se estima
que alrededor del 40 % de los ingredientes farmaceuticos activos (IFA) presentan baja
solubilidad, lo cual puede influir sobre su eficacia terapéutica.

1.1.1. SISTEMA DE CLASIFICACION BIOFARMACEUTICO (SCB)

La solubilidad, la velocidad de disolucién y la permeabilidad intestinal son los principales
factores biofarmacéuticos que afectan la magnitud de la absorcién de un farmaco. Debido a
ello, la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos [“Food and Drug
Administration” (FDA)] desarrolld6 un documento guia que refleja el impacto de estos
procesos en el desempefio de un producto farmacéutico.! El Sistema de Clasificacién
Biofarmacéutico (SCB), desarrollado por Amidon,2 es un lineamiento cientifico para la
clasificacién de farmacos, que se basa en la solubilidad acuosa y en la permeabilidad
intestinal de los mismos. De acuerdo al SCB, los productos farmacéuticos pueden clasificarse
de la siguiente manera:

CLASE SOLUBILIDAD PERMEABILIDAD
[ Alta Alta
II Baja Alta
II Alta Baja
IV Baja Baja

La clasificacion, en términos de solubilidad, establece que una sustancia
farmacéutica es considerada de alta solubilidad cuando la mayor dosis de un producto, de
liberacién inmediata, es soluble en un volumen del medio acuoso de 250 mL o menor y en
un rango de pH comprendido entre 1 y 7,5. El volumen estimado de 250 mL deriva de los
protocolos de estudios de bioequivalencia tipicos, que prescriben la administraciéon del
producto farmacéutico a voluntarios sanos con un vaso (de aproximadamente 250 mL) de
agua. Por este motivo, la clasificacién, en términos de solubilidad, debe llevarse a cabo
mediante el calculo del volumen de un medio acuoso suficiente para disolver la mayor dosis
del I[FA en el rango de pH entre 1y 7,5.

Por su parte, la clasificacion, en términos de permeabilidad, se basa indirectamente
en la extensidn de la absorcion (fraccion de dosis absorbida) de una sustancia farmacéutica
en humanos, asi como directamente mediante determinaciones de la magnitud de masa
transferida a través de la membrana intestinal humana. Un IFA es considerado altamente
permeable cuando la extensién de la absorcion en humanos es igual o superior al 90% de la
dosis administrada. Para demostrar la eficacia de un método determinante de
permeabilidad, para la aplicacion del SCB, debe establecerse una correlaciéon entre los
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valores de permeabilidad obtenidos y los datos relacionados con la extensién de la
absorcion del fairmaco en humanos, utilizando un nimero suficiente de IFA modelos, los
cuales deben representar un rango de baja (<50%), moderada (por ej. 50-89%) y alta

(2 90%) permeabilidad.2

1.1.2. INGREDIENTES FARMACEUTICOS ACTIVOS (IFA)

De acuerdo a lo establecido por la Farmacopea Argentina 7ma Edicidn, un ingrediente
farmacéutico activo (IFA) es cualquier sustancia o mezcla de sustancias, destinadas a ser
usadas en la fabricacion de un producto medicinal y que, cuando es utilizada en la
produccién de una droga, se transforma en ingrediente activo del producto elaborado. Tales
sustancias estadn destinadas a proveer actividad farmacolégica u otro efecto directo en el
diagnéstico, cura, alivio, tratamiento, o prevencion de enfermedades o para influenciar
sobre la estructura del cuerpo.3

Sulfamerazina (SMR) o 4-amino-N-(4-metil-2-pirimidinil)bencenoesulfonamida
(Figura 1.1) es un IFA perteneciente a la familia de las sulfonamidas, la cual comprende a un
grupo de bacteriostaticos sintéticos que poseen un amplio espectro contra la mayoria de las
bacterias Gram-positivas y negativas. Actualmente, se las utiliza principalmente para el
tratamiento de infecciones del tracto urinario, aunque también se emplean para combatir
infecciones sistémicas y en preparaciones oftalmicas.* La dosis terapéutica utilizada para su
administracion por via oral en adultos es de 167 mg.5 SMR es tanto una base como un acido
débil y este ultimo grupo, al estar ionizado, presenta carga negativa (Figura 1.2). De acuerdo
a lo establecido por la Farmacopea Europea, SMR es un farmaco escasamente soluble en
agua y, si bien no se encuentra clasificada ain de acuerdo al SCB, sulfadiazina, su analogo
estructural, fue clasificada como perteneciente a la Clase 1V, la cual establece que el farmaco
posee baja permeabilidad y baja solubilidad.6 Ademads, la excrecién renal lenta de SMR,
puede contribuir ala formacién de cristaluria. Sumado a lo anterior, la absorciéon de SMR en
el tracto gastrointestinal no conduce a valores suficientemente altos que eviten la necesidad
de la administracién del farmaco por via parenteral.”

H H
Q
!?! NH
HoN T
0 —N
H H N/ \ H
H4C H

Fgura 1.1. Estructura quimica de sulfamerazina.

La Indometacina (INM), o acido 1-(4-clorobenzoil)5-metoxi-2-metilindolacético
(Figura 1.3), es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE), analgésico y antipirético. Su
mecanismo de accién se basa en la inhibicién de la ciclo-oxigenasa 8 y es ampliamente
utilizado para el tratamiento del dolor causado por la artritis reumatoidea y otras
enfermedades degenerativas de las articulaciones.® Es usualmente administrado por via
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oral, utilizando dosis terapéuticas en adultos de 25 o 50 mg,!° aunque puede también ser
suministrado por via intravenosa, supositorios o geles. A través de su descomposicién
forma dos productos de degradacion: acido  4-cloro-benzoico 'y 4cido
5-metoxi-2-metilindolacético.8 INM es un acido débil que al estar ionizado presenta carga
negativa (Figura 1.4). Debido a que posee baja solubilidad acuosa y alta permeabilidad,
pertenece a la Clase II del SCB.%11 Ademas, la escasa solubilidad de este fairmaco puede
incrementar la incidencia de efectos adversos, como la irritacién del tracto gastrointestinal,
debido a la prolongacién del tiempo de contacto con la mucosa del mismo.!!

a) b) )
H H H H H H
i Ka, ﬁ @ Ka, ﬁ
H /

- —NH —_— S—N H > N S—
H 0 N H 0 N 0 /

H H N>/_\2,H Hoow \? H o H N>_2.

HyC H H,C H HaC

Fjgura 1.2. Fquilibrios de ionizacion de sultamerazina (pKai = 2,60; pKa: = 6,90), siendo:
a) BH+ (especie bdsica en su estado ionizado); b) A o B (especie dcida o bdsica en estado neutro,
segun corresponda) y ¢) A- (especie dcida en estado ionizado).

HOOC

H
H,CO \ Ny—CH;
N

H 0
H
H H
H H
Cl

Figura 1.3. Fstructura quimica de Indometacina.

Considerando las dificultades asociadas al tratamiento con estos farmacos, el uso de
estrategias apropiadas, que permitan incrementar la solubilidad acuosa o la absorcién
gastrointestinal, podria reducir los efectos adversos indeseados mediante la administracion
de dosis menores. También, los datos obtenidos de estudios experimentales aplicados a
estos IFA podrian resultar utiles para otros farmacos de grado de hidrofilicidad-lipofilicidad
similar. Diversas estrategias de formulacién han sido aplicadas a SMR, de manera de
mejorar su biodisponibilidad, como el uso de mezclas de co-solventes,'? nanocristales,!3
dispersiones sélidas amorfas conteniendo polimeros,!4 peliculas de pectina,!> membranas
de quitosano 1617 y transformacion de fase.1819 Para INM, ha sido reportada la formacién de
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complejos con hidrolisato de caseina,2® dispersiones s6lidas en hidrogeles,?! co-cristales con
sacarina,??2 capsulas con agentes solubilizantes,23 hidrogeles poliméricos,® dispersiones
solidas 24y el uso de fluidos supercriticos,?> entre otros.

a) b)
(Booc @o0c
H H

H,CO N CH, H.CO N CHg

3 — 3 \
H o H —O

H H
H H H H
H H H H
Cl !

Figura 1.4. Fquilibrio de ionizacion de Indometacina (Kai = 4,50), siendo: a) AH (especie
dcida en estado neutro) y b) A- (especie dcida en estado ionizado).

1.1.3. SISTEMAS PORTADORES DE FARMACOS A PARTIR DE COMPLE]JOS
MOLECULARES

En la literatura se encuentra una gran cantidad de trabajos donde se trata de revertir la baja
biodisponibilidad de farmacos insolubles mediante la utilizaciéon de diferentes métodos.
Dentro de estos, se destaca la encapsulacién molecular de los IFA con ciclodextrinas (CD).
Las €D son oligosacaridos ciclicos que poseen una superficie exterior hidrofilica y una
cavidad central lipofilica. Se conoce que las ciclodextrinas son capaces de formar complejos
de inclusion con una gran variedad de moléculas, tanto en estado sé6lido como en solucién
acuosa. La encapsulacion de la molécula afecta sus propiedades fisicoquimicas, dando como
resultado, en la mayoria de los casos estudiados, un incremento de la solubilidad y de la
permeabilidad a través de membranas y, en algunos casos, también de la estabilidad, tanto
quimica como fisica.926-29 Sin embargo, por diversas razones, tales como su alto peso
molecular, su solubilidad en agua y su posible toxicidad parenteral, la cantidad de este
producto que puede utilizarse en las formulaciones farmacéuticas, es limitado. Se observd
que la aplicaciéon simultanea de formaciéon de sales y complejacién con ciclodextrinas
mejora el desempefio farmacéutico de farmacos con caracter acido o basico débil.30-35
Debido a ello, podria decirse que la seleccion de un contraién adecuado, asi como de la
ciclodextrina correcta, es una estrategia poderosa para reformular fairmacos genéricos de
manera tal que le aseguren un desempefio comparable con aquellos productos de ultima
generacidn. La N-metilglucamina o meglumina (MEG) es una amina polihidroxilica que es
utilizada como excipiente en medicamentos. Esta molécula organico exhibe propiedades
basicas y por lo tanto, es capaz de interaccionar con compuestos acidos débiles, por lo cual
se la ha utilizado para la obtencion de sales de farmacos poco solubles en agua, con el
objetivo de revertir este efecto negativo.35 Debido a ello, es de sumo interés poder evaluar a
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la meglumina como un nuevo componente ternario para favorecer la complejacion de IFA
con caracter de acido débil con ciclodextrinas.

1.1.4. SISTEMAS PORTADORES DE FARMACOS NANOESTRUCTURADOS

La nanotecnologia es el area del conocimiento que trata acerca del saber y el control de la
materia en dimensiones cercanas al intervalo de 1 nm a 1 pm. En la nanotecnologia, la
nanofarmacia se podria definir como el uso de la nanotecnologia para la prevencion,
diagnéstico y tratamiento de enfermedades y heridas, asi como para mejorar la salud y el
funcionamiento del organismo humano y de otros seres vivientes. Algunas de sus
aplicaciones incluirian el descubrimiento de nuevos agentes farmacéuticos, el desarrollo de
sistemas de liberacién de farmacos con localizacion o direccionamiento especifico.

El futuro de la farmacia, en el 4rea de la nanotecnologia, con respecto al desarrollo de
productos terapéuticos y sistemas de suministro de fArmacos, estaria ligado o seria relativo
a:

= El disefio de materiales estructurados, multifuncionales, capaces de atacar
enfermedades especificas.

= El disefio de materiales conteniendo funciones que permitan el transporte a través de
las barreras biologicas.

» Eldisefio de plataformas nanoestructuradas para la ingenieria de tejidos.

= Eldisefio de dispositivos sensibles a estimulos para la liberacion de farmacos.

= El disefio de tratamientos orientados fisicamente para la administracion local de
productos terapéuticos.36

Dentro de las técnicas de solubilizacién, que han sido estudiadas en los ultimos afios,
se incluye el uso de sistemas nanoestructurados, como las microemulsiones y los
liposomas. Las microemulsiones (ME) son sistemas isotrépicos nanoestructurados,
termodinamicamente estables, constituidas usualmente por una fase oleosa, una fase
acuosa, un surfactante y un cosurfactante. Cuando las concentraciones de estos
componentes son favorables, estos se emulsionan espontaneamente para formar una
microemulsion monodispersa y transparente. Las ME son conocidas por sus propiedades
para aumentar la solubilidad, la biodisponibilidad y la estabilidad de firmacos.37-39 Los
liposomas son vesiculas coloidales cuyos tamafios se encuentran en el rango de unos pocos
nandémetros a varios micrémetros de didmetro, con una o varias bicapas lipidicas rodeando
compartimentos acuosos.?® Los liposomas han recibido atenciéon por su utilidad como
sistemas portadores de IFA ya que en ellos pueden ser incorporados farmacos hidrofilicos
en la fase acuosa interna, mientras que farmacos hidrofébicos pueden insertarse dentro de
la bicapa lipidica hidrofébica, mejorando asi las propiedades desfavorables de los IFA y
permitiendo su transporte hacia el sitio de accion.41-43

A su vez, la combinacidén de estos sistemas nanoestructurados con CD o MEG podria
proveer sistemas con poder de solubilizacion sinérgico, lo que representa un avance con
relacidn a la limitacion de los sistemas individuales, en cuanto al poder de solubilizacion de
farmacos poco hidrosolubles.

Pdgina 21 de 224



Pdgina 22 de 224



Z

Capitulo II: “Introduccién y Objetivos’

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVOS GENERALES

El objetivo general de este proyecto contempla el desarrollo de estrategias que
permitan aumentar la solubilidad de fArmacos utilizando herramientas nanotecnolégicas, ya
que esta propiedad es un problema farmacotécnico/biofarmacéutico critico.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos se propusieron:

Y

Estudiar el complejamiento con ciclodextrinas y/o meglumina sobre la solubilidad de
SMR e INM.

Extender el estudio sobre los mismos sistemas, en estado sélido.

Preparar de formulaciones basadas en microemulsiones.

Preparar de liposomas para la vehiculizacidn de los farmacos.

Estudiar de la asociacién de los complejos moleculares con microemulsiones y
liposomas.

Estudiar el efecto de las formulaciones sobre el transporte y la liberacién in vitro de

YV V VYV

Y

los farmacos.

> Realizar estudios de permeabilidad a través de membranas artificiales para los
farmacos seleccionados y sus complejos formados, en presencia y ausencia de
microemulsiones o liposomas.
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Capitulo II: “Complejos binarios y ternarios”

2.1. INTRODUCCION

El objetivo del presente capitulo fue la evaluacion de la formacién de complejos de inclusiéon
con ciclodextrinas (CD) y de sistemas binarios con Meglumina (MEG), tanto en solucién
como en estado sodlido, asi como su efecto sobre la solubilidad acuosa de los firmacos
modelo, Sulfamerazina (SMR) e Indometacina (INM). Los estudios de caracterizacién, que se
llevaron a cabo en solucién, fueron Andlisis de Solubilidad de Fases (ASF) y Resonancia
Magnética Nuclear de Protones (RMN- 1H). La evaluacién de la formacidén de los sistemas en
estado solido, fue realizada por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), Analisis
Termogravimétrico (TGA), Espectrometria Infrarroja (IR) y Difracciéon de Rayos X (DRX). A
partir de los resultados obtenidos para complejos binarios, nos propusimos estudiar la
formacién de complejos ternarios de farmacos con CD, debido a la habilidad de la
macromolécula para incrementar la solubilidad de farmacos poco solubles en agua,
utilizando Meglumina como componente ternario, a fin de potenciar la solubilizacién por
CD. Los sistemas obtenidos fueron también caracterizados en solucién y en estado solido
mediante las técnicas mencionadas previamente.

2.1.1. ENCAPSULACION MONOMOLECULAR

La encapsulacién monomolecular, a partir de la formaciéon de complejos de inclusién, ha
resultado promisoria para el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas. En general, la
formacién de complejos de inclusién monomoleculares involucra la encapsulacion espacial
de una molécula huésped en la cavidad de una molécula portadora sin formar enlaces
covalentes entre ellos.!

2.1.1.1. COMPLE]JOS DE INCLUSION CON CICLODEXTRINAS

Las CD (Figura 2.1) son oligosacaridos ciclicos que consisten en seis, siete u ocho unidades
de D-(+)-glucopiranosa (o, $ o y) unidos mediante enlaces glicosidicos a-D-(1—4). La forma
de la molécula se asemeja a la de un cono truncado, con los grupos hidroxilos secundarios
ubicados hacia la abertura mayor de la cavidad y los grupos primarios hacia la mas angosta.
Los atomos de hidrégeno se encuentran orientados hacia la parte interna de la cavidad,
dando como resultado un interior hidrofébico con una superficie externa de caracter
hidrofilico. Por este motivo, las CD son solubles en agua y, al mismo tiempo, pueden
acomodar una gran variedad de especies hidrofébicas dentro de su cavidad generando la
formacién de complejos de inclusidn, siendo asi los portadores mas utilizados, debido a su
habilidad para unirse a moléculas organicas en solucién acuosa y en estado sélido mediante
interacciones no covalentes,23 por lo que, de manera exitosa mejoran las propiedades
farmacéuticas de moléculas activas.+¢ Debido a que el diametro interno de la cavidad y el
tamafio de la molécula huésped son de primordial significancia para la formacién de
complejos de inclusion,? la $-CD es la mas utilizada por la dimensién de su cavidad.”-10
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B-CD y-CD
1.53 nm L 1.69 nm
0.78 0.95
~ -“. w2t ‘,‘-‘:"gﬁ‘ y
Fee L
a-CD B-CD y-CD
n 6 7 8
PM 972 1135 1297
S (H,0), g/100 mL, 25 °C 14,5 1,85 23,2
Diametro de la Cavidad, A 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Volumen de la Cavidad, A° 174 262 427

Fgura 2. 1. Diferentes tipos de ciclodextrinas (CD).

Los complejos de inclusién normalmente exhiben mayor solubilidad acuosas11-13 y
estabilidad quimica que los farmacos puros.1519 Ademads, las CD pueden actuar como
promotores de la permeacion mediante la vehiculizacion de moléculas hidrofébicas en
solucién y liberando las mismas sobre la superficie de una membrana biolégica,
conduciendo a incrementar la biodisponibilidad de los farmacos y la permeacion
transepitelial.z5.12
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2.1.1.1.1. DERIVADOS DE CICLODEXTRINAS

A pesar de los beneficios que presentan las CD, el alto peso molecular, costo elevado,
capacidad de produccion y la isotonicidad de las formulaciones parenterales han limitado
su uso en formulaciones farmacéuticas, conduciendo a minimizar la concentracion de las CD
en caso de ser posible.1415 Varios derivados de CD han sido desarrollados en las ultimas
décadas, los cuales expandieron extensamente las aplicaciones de estos oligosacaridos
ciclicos y permitieron superar los serios inconvenientes de la CD nativa, como su baja
solubilidad y toxicidad.16-22 Por ejemplo, la sustitucién de los grupos hidroxilos podria
romper los enlaces de hidrogeno e incrementar significativamente su solubilidad acuosa. La
complejaciéon de estos derivados de £3-CD, como metil-R-ciclodextrina (M-f3-CD) e
hidroxipropil-f3-ciclodextrina (HP-3-CD) (Figura 2.2),8 con ingredientes
farmacolégicamente activos, produce propiedades diferentes a las de la molécula original y
usualmente resulta en un aumento de la solubilidad acuosa,*23.24 mejor estabilidad quimica
2526 y mayor permeabilidad y biodisponibilidad de los fArmacos.27.28

Ciclodextrina Sustituyente (R)
HP-B-CD
HP-y-CD -CH,CH{OH)CH;
hidroxipropil
R §LD -CH;
metilada al azar .
SBE-B-CD
sulfobutileter (CH2)4505

=

Figura 2.2. Derivados de Ciclodextrinas mas utilizados.

2.1.1.1.2. FORMACION DE COMPLE]JOS FARMACO-CICLODEXTRINA

Los complejos farmaco/ciclodextrina (F/CD) de estequiometria 1:1 son los mas comunes.
En ellos, una molécula de farmaco (F) forma un complejo con una molécula de ciclodextrina
(CD):

I<1:1 (1)
F+CD =—= F/CD

2.1.1.1.3. ANALISIS DE SOLUBILIDAD DE FASES (ASF)

El andlisis de Solubilidad de Fases (ASF) constituye un método tradicional para la
determinacién del efecto de agentes acomplejantes sobre la solubilidad de un sustrato y es
adecuado no so6lo para la estimacién de la constante de formacion, sino también para la
elucidacion de la estequiometria del complejo en equilibrio. El mismo fue desarrollado por
Higuchi y Connors.2?
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Experimentalmente, un exceso de farmaco con escasa solubilidad acuosa (F) es
incorporado dentro de varios tubos a los cuales se adiciona un volumen constante de un
vehiculo acuoso conteniendo concentraciones crecientes de CD. La necesidad de un exceso
de sustrato se basa en mantener la actividad termodinamica del farmaco lo mas alta posible.
Los tubos deben ser agitados a temperatura constante hasta alcanzar el equilibrio.
Posteriormente, las suspensiones son filtradas y la concentracién total del farmaco en
solucién ([F]¢) es cuantificada mediante técnicas analiticas apropiadas (espectrofotometria
UV, HPLC, etc.). A partir de ello, puede obtenerse la grafica de [F]: en funcién de la
concentracion total de ciclodextrina ([CD]¢), que constituye el ASF. Tras el andlisis del perfil
de la isoterma, pueden identificarse diferentes comportamientos. En términos generales,
existen dos tipos de graficos de ASF: A y B (Figura 2.3).

En los Diagramas de solubilidad de tipo A, la solubilidad aparente del sustrato
aumenta en funcién de la concentracién de CD e indican la formacién de complejos de
mayor solubilidad que la del sustrato libre. A su vez, tres subtipos han sido definidos:

Isotermas de tipo A;: se observa un incremento lineal de la solubilidad en funcién de
la concentracién del ligando e indican la formaciéon de complejos de primer orden respecto
a CD, puediendo ser de primer orden o de orden superior respecto al farmaco (F:CD; F»:CD;
F3:CD; etc.). Si la pendiente de la isoterma tipo AL es mayor a la unidad, se asume la
formacién de complejos de alto orden. Generalmente, en ausencia de mayor informacion,
cuando la pendiente de la isoterma es menor a la unidad se asume la formacién de
complejos 1:1.

Isotermas de tipo Ap. presentan una desviacion positiva de la linealidad, pudiendo
sugerir que el agente solubilizante es proporcionalmente mas efectivo a altas
concentraciones, indicando la formacidn de complejos de alto orden respecto a la CD, a altas
concentraciones de la misma (F:CD; F:CDz; F:CD3; etc).

Isotermas de tipo An: presentan una desviacidon negativa de la linealidad, pudiendo
insinuar que el agente solubilizante es menos efectivo a altas concentraciones, lo que puede
atribuirse a cambios en la naturaleza del solvente por parte del ligando a diferentes
concentraciones y/o a la auto-agregacion del agente solubilizante a altas concentraciones.

Los Diagramas de solubilidad de tipo B son indicativos de la formaciéon de
complejos con solubilidad acuosa limitada. Dos subtipos han sido definidos:

Isotermas tipo Bs: a medida que se incrementa la concentracién de CD, ocurre la
formacion de un complejo soluble que aumenta la solubilidad total del sustrato. En un punto
del proceso de solubilizaciéon (Punto a, Figura 2.3 b) se alcanza la solubilidad maxima del
farmaco, la cual es la suma del farmaco libre y acomplejado. Si bien esta porcién inicial
puede considerarse como un diagrama de Tipo A, tras la incorporacién de cantidades
adicionales de CD ocurre la formacién de un complejo que precipita mientras existe farmaco
so6lido remanente, de manera tal que la disolucion y la complejacion del mismo pueden
ocurrir de manera simultinea para mantener el valor de F.. En el rango de concentraciones
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en el que se observa una meseta en la grafica (linea a-b, Fig 2.3 b) , se asume que ocurre el
siguiente equilibrio:

1:‘sélido === Fensolucién + (D =—= F/CD

ensolucion =~ FI/CDsélido
En un punto b, (Figura 2.3.b), todo el fArmaco s6lido habra sido consumido y la
adicién de CD resultard en la formacion de un complejo insoluble adicional, el cual

precipitara disminuyendo la concentracion total de fArmaco en solucidn, [Fy].
Isotermas tipo B;: son similares a los perfile By, a diferencia de que los complejos
formados son tan insolubles que no presentan la porcion inicial ascendente del diagrama.30

La solubilidad aparente de sustrato permanece sin cambios perceptibles, hasta que este se
convierte completamente en un complejo insoluble.29-31

a) b)

[F] [F]

Sg

[CD] [CD]

Figura 2.3. Diagramas de Solubilidad de Fases de tipo A y B [a) y b), respectivamente] de
acuerdo a la clasificacion de Higuchi y Connors.5*

2.1.1.1.4. ESTIMACION DE LA CONSTANTE DE FORMACION

El valor de la constante de formacién (Ki:1) es usado para comparar la afinidad de farmacos
por diferentes CD o derivados de las mismas. La solubilidad total del farmaco (S;) en la
solucién acuosa con CD sera:

K4S, (2)
S, =S —— [CD
t o+ 1+ KpiS, [CD];

donde Sy es la solubilidad intrinseca del farmaco y [CD];, la concentracion total de CD en el
medio acuoso.
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De acuerdo a la ecuacion (2), una grafica de S; en funcién de [CD];, para la formacion
de un complejo soluble, da una linea recta, como puede observarse en los diagramas tipo A
y en las porciones iniciales de los diagramas tipo Ap, Ax y Bs, cuya pendiente
[K1:1So/(1 + K1:1S0)] es menor a la unidad cuando la estequiometria es 1:1 y el intercepto es
igual a So. A partir de la pendiente y de So puede calcularse Kj.q :2931

_ pendiente (3)
~ S,(1 — pendiente)

Kl:l

2.1.1.2. FORMACION DE SALES

La formacion de sales es una técnica bien establecida y efectiva para incrementar la
solubilidad y la velocidad de disolucidn y consecuentemente, la biodisponibilidad oral de
principios activos acidos y basicos,3233 por lo que la seleccion de un contraién adecuado es
de suma importancia.

2.1.1.2.1. MEGLUMINA (MEG)

La N-acetil glutamina, también conocida como meglumina (MEG) (Figura 2.4), es una amina
polihidroxilica que es utilizada como excipiente en medicamentos. Esta molécula organico
exhibe propiedades basicas (Figura 2.5) y por lo tanto, es capaz de interaccionar con
compuestos acidos débiles, por lo cual se lo ha utilizado para la obtenciéon de sales de
farmacos poco solubles en agua, con el objetivo de revertir este efecto negativo.3* MEG ha
demostrado incrementar la solubilidad,3435 la velocidad de liberaci6n3é3’? y la
estabilizacién3? de moléculas con propiedades acidas débiles.

Fgura 2.4. Fstructura quimica de Meglumina (MEG).

2.1.2. COMPLE]JOS MULTICOMPONENTE

La solubilidad total de un IFA, en presencia de CD, puede ser aumentada considerablemente
mediante el ajuste del pH o mediante el uso de un componente ternario apropiado,
incluyendo la incorporaciéon de polimeros al medio de complejacidn,’14 la ionizacién del
farmaco y la formacion de sales,?5303839 g la adicién de sales organicas.?!

Se observé que la aplicacion simultanea de formacion de sales y complejaciéon con
ciclodextrinas mejora el desempefio farmacéutico de IFA con caracter acido o basico
débil.40-42 Recientemente, en nuestro laboratorio, se ha desarrollado un sistema ternario
consistente en sulfisoxazol con hidroxipropil-R-ciclodextrina (HP-8-CD), wusando
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trietanolamina (TEA) como agente de co-solubilizacidn, el cual mejoréd la solubilidad y las
caracteristicas de disolucién de este fArmaco.#2 La formacién de un complejo de inclusién
multicomponente de acetazolamida con HP-3-CD y TEA, obtenido en nuestro grupo de
trabajo, aumenté en forma significativa la solubilidad en agua y la velocidad de liberacioén, in
vitro de este compuesto, utilizando una membrana sintética de nitrocelulosa.2¢ Ademas, se
determiné que el sistema ternario acetazolamida:HP-3-CD:TEA ha resultado una
herramienta poderosa para la formulacion de gotas oftdlmicas, debido a que disminuye la
presion intraocular, en estudios realizados en conejos.43 Debido a ello, podria decirse que la
seleccion de un contraién adecuado, asi como de la ciclodextrina correcta, es una estrategia
poderosa para reformular farmacos genéricos de manera tal que le aseguren un desempefio
comparable con aquellos productos de dltima generacidn.

Para ello, es de sumo interés poder evaluar la eficacia de MEG como un nuevo
componente ternario para favorecer la complejaciéon con CD de IFA con caracter de acidos
débiles, debido a que demostré revertir la baja solubilidad de fArmacos insolubles mediante
la formacion de sales con los mismos.3435

Figura 2.5. Fquilibrio de ionizacion de MEG (pKa,;= 9,50).
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. MATERIALES

Se utilizaron los siguientes productos de origen comercial: SMR (Parafarm®, Argentina) y
MEG (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO); 8-CD (PM= 1135), M-f3-CD (PM=1190) e HP-13-CD
(PM=1325) fueron cordialmente donadas por Ferromet® (Agente de Roquette® en
Argentina). El resto de los materiales y solventes utilizados fueron de grado analitico.

En los estudios se utiliz6 agua doblemente destilada y desionizada generada por un
sistema de purificaciéon de agua Millipore Milli-Q.

2.2.2. DISENO EXPERIMENTAL
2.2.2.1. ESTUDIOS EN SOLUCION

2.2.2.1.1. ANALISIS DE SOLUBILIDAD DE FASES (ASF)

El ASF fue realizado de acuerdo al método reportado por Higuchi y Connors.3* Cada ensayo
fue realizado por triplicado, en los cuales un exceso de sustrato, para mantener condiciones
de saturacion, fue suspendido en un volumen final de 5 mL de agua o solucién reguladora de
pH, conteniendo cantidades crecientes de los ligandos (f3-CD= 0-15 mM; M-R-CD= 0-100
mM; HP-f3-CD= 0-18 mM; MEG=0-250 mM), en relacién a sus solubilidades acuosas. Para la
evaluacion de los sistemas ternarios fue adicionada una concentracion fija de MEG (3 mM).
Las suspensiones fueron mantenidas a una temperatura constante de 25,0 £ 0,1 °C durante
72 h utilizando un bafio termostatizado [HAAKE DC10 thermostat (Haake®, Paramus, NJ)]
para alcanzar el equilibrio y, fueron colocadas en un bafio de ultrasonido (Ultrasonic LC 30
H Elma®), cada 12 h, durante 15 min, para favorecer la solubilizacién. Las soluciones
reguladoras de pH fueron preparadas mezclando las cantidades correspondientes de
KH;P0., y K;HPO4 y ajustando los valores por adicién de acido fosférico o hidroxido de
potasio. Las determinaciones fueron realizadas con un pH-metro Hanna® HI 255, provisto
de un electrodo de vidrio combinado, utilizando soluciones patrones Mcllvaine para su
calibraciéon. Una vez alcanzado el equilibrio, las muestras fueron filtradas a través de
membranas de polivinilidenofluoro de 0,45 um de tamafio de poro (Millipore, USA) y
analizadas espectrofotométricamente (Shimadzu® UV-160) utilizando cubas de cuarzo de 1
cm de paso 6ptico.

Luego, las constantes de formacion de los complejos binarios (Kcg) fueron
determinadas a partir de la pendiente obtenida por regresiéon lineal de los diagramas de
solubilidad de fases tipo Ai, o bien de la porcidn inicial de los diagramas tipo Ap o tipo Ay,
utilizando la siguiente ecuacion:2°
pendiente (4)

Kep =
B So (1 —pendiente)

donde Sp es la solubilidad intrinseca del fArmaco puro.
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Por su parte, para la determinacion de las constantes de formacién de los complejos
ternarios (Kcr), la ecuaciéon 4 fue adaptada a partir de la suposicién de que la concentracién
fija de MEG adicionada formaria parte del solvente, manteniéndose como una condicién
constante en todos los puntos ensayados y, ademas, Sy fue sustituida por la concentracién
del IFA tras la adiciéon de MEG 3 mM (Smgg), resultando en la ecuacion 5:

pendiente (5)

Ko =
cr Smec (1 —pendiente)

Ademas, los incrementos de solubilidad aparente fueron calculados a partir del
cociente entre la solubilidad maxima aparente (Smax) ¥ So 0 Smeg.

Por otro lado, con el objetivo de evaluar si el incremento en la solubilidad aparente de
SMR debido a la presencia de MEG fue independiente del aumento del pH del medio, los
porcentajes de las especies neutras o ionizadas del IFA (ver Figura 1.2) fueron calculadas a
partir de la ecuaciéon de Henderson-Hasselbalch:44

[A7]
[AH]

pH = pKa + log

2.2.2.1.2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES (RMN- H)

Los espectros de RMN-1H, ROESY-2D y 1D, Heteronuclear single quantum coherence (HSQC)
y Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC) 2D fueron adquiridos a 298 K en un
espectrometro Bruker® Avance Il 400 de alta resolucion utilizando tubos de 5 mm de
didmetro, a 400.16 MHz. De acuerdo a que de los datos obtenidos en los ASF, mediante los
cuales se considerd que los complejos presentaban una estequiometria 1:1, los sistemas
fueron preparados por la incorporacion de una concentracion de ligando fija a un exceso de
farmaco en D;0, para alcanzar la mayor solubilidad posible del complejo y poder obtener
una concentracién cuantificable analiticamente. Para la preparaciéon de los sistemas
ternarios se adicion6 una concentracion fija de MEG de 3 mM. Se procedié de la misma
manera para la obtencion de las soluciones de los farmacos puros. Los sistemas fueron
expuestos a un bafio ultrasénico durante 1 h y posteriorimente filtrados, previo a su
analisis. Los datos de RMN fueron procesados utilizando el programa TOPSPIN 2.0,
Bruker®. Las sefiales fueron calibradas utilizando la sefial del solvente residual (4,80 ppm)
como referencia interna. Los desplazamiento en los corrimientos quimicos, observados en
los espectros de RMN-!H (Ad) de las sefiales correspondientes a los farmacos o ligandos
originados debido a la interaccion entre ellos, fueron calculadas de acuerdo a las siguientes
ecuaciones:

A8=8T—8F; A8=8T—85y Ad = 01— dm

donde OF, o1, O ¥ Om son los corrimientos quimicos del farmaco puro, en el complejo
ternario y en los binarios con CD y MEG, respectivamente.
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2.2.2.2. ESTUDIOS EN ESTADO SOLIDO
2.2.2.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS SOLIDAS

Los sistemas so6lidos binarios y ternarios fueron obtenidos mediante la técnica de
liofilizacién en un equipo Labconco® Freeze Dry 4,5, a -40 + 1 9C a 50 mbar durante 24 h. De
acuerdo a los datos obtenidos en los ASF, se considerd que los complejos presentaban una
estequiometria 1:1, por lo cual fueron preparados mediante la incorporacién de una
concentraciéon de ligando fija a un exceso de farmaco en agua, para alcanzar la mayor
solubilidad posible del complejo y poder obtener una concentraciéon cuantificable
analiticamente. Se procedi6é de la misma manera para la obtencién de las soluciones de los
farmacos puros. Para la preparacion de los sistemas ternarios se adiciond una
concentracion fija de MEG de 3 mM, los cuales fueron expuestos a un bafio ultrasénico
durante 1 h y posteriorimente filtrados previo a su analisis. Luego, se congelaron durante
24 h, para asegurar la total solidificacion, antes de comenzar el proceso de liofilizacion.

Por otra parte, las mezclas fisicas fueron preparadas en las mismas relaciones
molares que los correspondientes sistemas liofilizados. Se realizé un simple amasado en
seco de los componentes previamente liofilizados, en mortero de agata, hasta obtener un
s6lido homogéneo.

2.2.2.2.2. ESPECTROMETRIA INFRARROJA (IR)

Los espectros IR de las sustancias puras, de los complejos liofilizados y de las mezclas
fisicas fueron adquiridos disponiendo las muestras sélidas en pastillas de KBr, en un
espectrofotémetro Nicolet® 5 SXC FT-IR. Los cambios en las sefiales, pertenecientes a los
grupos funcionales mas representativos en cada molécula, fueron analizados para inferir el
modo de interaccién entre los fArmacos y los ligandos.

2.2.2.2.3. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC) Y ANALISIS
TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

El comportamiento térmico de los firmacos puros y de los complejos fue estudiando
mediante el calentamiento de las muestras en capsulas de aluminio herméticas perforadas,
bajo una atmosfera de nitrégeno, en un rango de temperatura comprendido entre 25 y 350
°C y a una velocidad de calentamiento de 10 °C minl. Las muestras que contenian MEG
fueron analizadas en un rango de temperaturas de 25-200 9C debido a la prematura
degradacién térmica que sufre este compuesto. Las curvas de DSC y TGA fueron obtenidas
en un equipo DSC TA 2920 y TGA TA 2920, respectivamente.
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2.2.2.2.4. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

Los patrones de difraccién de rayos X de polvos de las sustancias puras, de los complejos
liofilizados y de las mezclas fisicas fueron obtenidos utilizando un equipo Rikugu®, modelo
Dmax 2500 PC, en un rango de a 26 entre 4 y 500 utilizando radiacién de Cu Ka (A= 1,5406
A) a una velocidad de barrido de 0,059/min y bajo condiciones de temperatura ambientales.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

a)

c)

2.3.1. COMPLEJOS BINARIOS CON CICLODEXTRINAS Y MEGLUMINA
2.3.1.1. ESTUDIOS EN SOLUCION

2.3.1.1.1. ANALISIS DE SOLUBILIDAD DE FASES (ASF)

Los Diagramas de Solubilidad de Fases en agua, y en soluciones reguladoras de pH 2,0 y 8,0,
de SMR con -CD, M- 3-CD, HP- 3-CD y MEG y de INM con 3-CD, M- £3-CD e HP- £3-CD se
muestran en las Figuras 2.6 y 2.7, respectivamente. El sistema de INM con MEG no fue
tenido en consideracién para su estudio debido a que ensayos preliminares demostraron
que MEG posee un efecto negativo sobre la estabilidad de INM.

b)
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Fgura 2.6. Diagramas de Solubilidad de Fases de SMR con: a) 5-CD; b) M-58-CD; ¢) HP-55-CD;
d) MEG, enagua m),apHZ2 (®) yapHS8 (A) a 25°C.

En general, la mayoria de las isotermas pueden ser clasificadas como tipo A;, de
acuerdo al modelo de Higuchi y Connors.2 Como puede observarse en los diagramas, la
solubilidad acuosa de los firmacos aumenta linealmente en funcién de la concentracion de
ligando, a la vez que las isotermas presentan valores de pendiente menores a 1, indicando la
formacién de complejos, firmaco:CD y SMR:MEG, de estequiometria 1:1, conforme a los
resultados de ASF publicados por diferentes autores para diversos IFA.21.45-48
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Figura 2.7, Diagramas de Solubilidad de Fases de INM con: a) 5-CD; b) M-5-CD; ¢) HP-5-CD,
enagua m),apHZ (®) yapHS (A) a 25°C.

Como excepcidn, la isoterma de SMR con 3-CD, en solucién de pH 8,0, resulto ser de
tipo Ay, lo que podria asociarse a la auto-agregaciéon de la CD o a una alteracién de la
naturaleza efectiva del solvente en presencia de concentraciones altas de ligando, afectando
el grado de complejacion aparente, de acuerdo a lo manifestado en el trabajo de Brewster y
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Loftsson.30 Por otro lado, el diagrama de INM:3-CD a pH 8,0 fue de tipo Ap, sugiriendo la
formacién de complejos de orden superior a altas concentraciones de 3-CD.

Tabla 2.1. Valores de solubilidad intrinseca (S.), solubilidades maximas (Sua), constantes de
estabilidad aparente (K.) e incrementos de solubilidad (Smix/So) de: a) Sultamerazina y b)

Indometacina, obtenidos a partir de los estudios de Andlisis de Solubilidad de Fases.

a) agua pH 2 pH8
SMR So (mg/mL) 0,22 +0,04 0,32 +0,06 1,6 £0,2
Smax (mg/mL) 0,83+0,02 1,15+ 0,08 3,768 £ 0,007
SMR:3-CD K (M1) 198 + 22 207 45 31+8
Smax/So 3,20 3,59 2,4
Smax (mg/mL) 22+0,1 35+0,1 8,1+0,3
SMR:M-3-CD Kc (M) 73+21 118 + 29 59+13
Smax/So 10,0 10,9 11
Smax (mg/mL) 0,69 +0,08 0,99 £ 0,01 1,9+0,3
SMR:HP-3-CD Kc (M) 144 + 26 65+17 204
Smax/So 3,14 3,06 1,2
Smax (mg/mL) 46,8+ 0,3 0,350+ 0,001 54,8+ 0,4
SMR:MEG
Smax/So 212,73 1,09 34,3
b) agua pH 2 pH 8
INM So (mg/mL) | 0,010 + 0,003 (8+0,4) x105 39+0,2
Smax (mg/mL) | 0,039 0,003 | 0,0145 + 0,0005 0,33+£0,04
INM:3-CD Kc (M) 173 +£47 848 + 77 133+7
Smax/So 1,4 9,4 0,8
Smax (mg/mL) 0,63 +0,02 0,026 + 0,002 15,8+ 0,4
INM:M--CD K: (M1) 15+7 2326 £ 115 63+7
Smax/So 649,0 321,7 4,1
Smax (mg/mL) | 0,028 £0,007 | (3,4%0,6)x103 0,08 +0,04
INM:HP-3-CD K (M) 147 + 38 940 + 58 48 +5
Smax/So 2,7 42,0 2,2

Por otra parte, el sistema SMR:MEG en solucién acuosa de pH 2,0 presentdé una
disminucidén en la concentraciéon de SMR en funcién de la de MEG, lo que podria deberse a
amino de ambos en este medio

que los se encuentran protonados

[pKa(smr amino)= 2,6;%° pKawmeg) = 9,5 59], provocando repulsidn electrostatica y de esta manera

grupos

desfavoreciendo la formacién de un sistema binario. Las constantes de formacién de los
complejos binarios farmaco:CD (Kcg), calculadas a partir de las pendientes de los diagramas
de solubilidad, las solubilidades maximas aparentes (Smsx) ¥ los incrementos de solubilidad
(Smax/So) para todos los sistemas son presentados en la Tabla 2.1. A partir de estos valores,
fue posible deducir diferentes interacciones entre los farmacos y los ligandos.

Tanto la interaccion de SMR como de INM con las CD se produjo de manera mas
eficiente a pH 2,0, evidenciada por valores de Kcg mayores e incrementos superiores de
solubilidad en este medio. Este comportamiento es principalmente debido a que el grupo
sulfonamida de SMR y el grupo carboxilo de INM son acidos débiles, los que se encuentran
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mayoritariamente en sus formas no ionizada en estas condiciones, lo que se condice con lo
reportado en la literatura, que establece que la complejacién de fArmacos con ciclodextrinas
ocurre de manera mas eficiente cuando los principios activos se encuentran no
ionizados,?351 a la vez que sugiere la incorporacion dentro de la cavidad lipofilica de los
oligosacaridos ciclicos. Sin embargo, las mayores solubilidades fueron obtenidas a pH 8,
cuando los grupos acidos se encontraban totalmente ionizados, debido a la mas alta
solubilidad aparente de los IFA. Un comportamiento similar fue observado para SMR en
presencia de MEG. De acuerdo a estos resultados, fue posible la obtenciéon de una mayor
solubilidad de los fArmacos mediante la combinacién de las estrategias de regulacion del pH
y complejacién con 3-CD, M-13-CD e HP-2-CD, o a la formacion de sistemas binarios de SMR
con MEG. Por el contrario, la interaccion de SMR con HP-f3-CD mostré una menor
efectividad cuando se utilizaron soluciones reguladoras de pH, lo que podria estar asociado
a la formacion de sales, debido a que el efecto de un tercer componente podria ocasionar
impedimentos estéricos del farmaco dentro de la cavidad, actuando como un regulador del
espacio. Cabe destacar que la solubilidad obtenida a partir del sistema SMR:MEG fue mayor
que la que podria haberse esperado debido tnicamente a la modulacién del pH, ya que con
la mayor concentracion de MEG utilizada, el pH alcanzé un valor de 9,5 y el porcentaje de la
especie anionica de SMR, calculada a partir de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch (Tabla
2.2), es cercano al 100% a los valores de pH alcanzados tras la adicion de las cantidades de
MEG utilizadas en estos ensayos (pH entre 8,75 y 9,5) y aun asi la solubilidad continu6
aumentando. En base a estos resultados, podemos concluir que el aumento en la solubilidad
de SMR podria deberse a un mecanismo que involucra la formacién de un par iénico fuerte
entre el farmaco y MEG. A pH 8,0 se obtuvieron los mayores valores de solubilidad de los
farmacos, tanto con las CD como con MEG, sugiriendo que la combinacién de la
complejacién con la regulacion de pH es una buena estrategia para modular la solubilidad a
los IFA. M-3-CD demostr6 conferir una mayor solubilidad de los farmacos que 3-CD o HP-f3-
CD (Smax, pu 8 SMR= 8,1 mg/mL; INM= 15,8 mg/mL). A su vez, MEG concedi6 una mayor
solubilidad de SMR que las CD (Smax, prs= 54,8 mg/mL).

Tabla 2.2. Porcentajes de ionizacion de Sultamerazina calculados a partir de la Ecuacion de
Hendersson~ Hasselbach, a diterentes valores de pH obfenidos trds la adicion de
concentraciones crecientes de MEG.

Medio pH 2,0 Agua pH 8,0

[MEG]/M | pH %(BH+) %(A-) | [MEG/M pH %(A-) | [MEG]/M pH  %(A-)

0,0000 | 2,07 4942  0,0015| 00000 626 1847 0,0000 7,83 90,38
00257 | 221 41,45 0,0021| 00246 875 99,59 0,0205 840 97,90
00513 | 236 3339 0,0029| 00492 9,03 10025 | 00410 887 99,93
00770 | 257 2361 00047 | 00768 919 10048 | 00513 892 100,05
0027 | 287 1341 00094 | 01045 927 10057 | 01026 9,60 100,80
0,1540 | 536 0,05 2,83 | 01537 940 100,68 | 01539 950 100,75
02567 | 638 00048 2343 | 02028 950 100,75 | 02565 10,00 10092

Ver Figuras 1.2 y 1.4 para equilibrios de ionizacién de SMR e INM, respectivamente.

Pdgina 46 de 224



Capitulo II: “Complejos binarios y ternarios”

2.3.1.1.2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES (RMN-'H) Y
ROESY.

Los espectros de RMN-H son una de las herramientas mas eficientes para evidenciar en
forma directa la formacion de complejos de inclusiéon, ya que la magnitud de los
desplazamientos de los protones presentes dentro de la cavidad puede ser utilizada como
una medida de la estabilidad del complejo y de la profundidad de inclusion.5253 Los
corrimientos quimicos de los protones alifaticos de 3-CD, M-3-CD, HP-3-CD y MEG y de los
protones aromaticos de SMR e INM fueron determinados en D0 antes y después de la
complejacién y son presentados en las Tablas 2.3 y 2.4, respectivamente. Las asignaciones
de las senales de los protones de £3-CD,2 M-R-CD,5¢ HP-3-CD,55 MEG 56 y SMR 57 fueron
realizadas en base a publicaciones previas.

En este estudio, los protones internos de la cavidad de M-3-CD e HP-3-CD, H3 y Hs,
presentaron los desplazamientos mas significativos hacia campos bajos, como también el
proton He de M-3-CD, que se localiza en la apertura angosta de la cavidad de la CD. Por otro
lado, los desplazamientos quimicos relativamente bajos exhibidos por los protones de la
superficie externa de la CD (Hi, H2 y Ha), indicaron interacciones débiles o nulas con la
molécula huésped. Ademas, casi todos los protones de SMR o INM fueron modificados
debido a la complejacién, presentando desplazamientos, tanto hacia campos altos como
hacia campos bajos, probablemente debido a interacciones tipo Van der Waals 58 entre el
farmaco y el interior hidrofébico de las CD. Para los sistemas conteniendo SMR, los
desplazamientos mas significativos fueron observados para los protones Ha, He y Hg, que se
encuentran ubicados en la posicion meta al grupo sulfonamida, presentando menor
densidad electroénica, lo que les otorga una mayor afinidad por la cavidad interna de la CD.
También, estos hallazgos indican la inclusién de la molécula entera dentro de la cavidad del
ligando. Un comportamiento similar fue observado para los sistemas conteniendo INM, ya
que los protones que presentaron los desplazamientos mas significativos hacia campos
bajos fueron H¢ and Hg, ubicados en posiciones orto al grupo metoxilo donor de electrones,
presentando menor densidad electrénica, lo que les otorga una mayor afinidad por la
cavidad interna de la CD. Los protones Ha, Hg y Hp también presentaron corrimientos
quimicos de menor magnitud, sugiriendo la incorporacién de la molécula entera dentro de
la cavidad del ligando.
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Tabla 2.3.Corrimientos quimicos de cada ligando en presencia de: a) SMR; b)INM.

CcD B MEG
1
2
H
4 ;
o __
6 a -7
a)
SMR:3CD SMR:M{3CD SMR:HP3CD SMR:MEG
8L 6¢ A8 8L 6¢ A8 8L 6¢ A8 8L 6¢ A8
H: 5,068 5,118 0,051| 5251 5,245 -0,006 (5,252 5,237 -0,015|3,724 3,731 0,007
Hi1a / / / 5,064 5,058 -0,006|5,098 5,089 -0,009 / / /
Hz 3,647 3,430 -0,217| superposiciéon conH4 | 3,649 3,630 -0,019 | 3,867 4,050 0,183
Hza / / / 3,384 3,399 0,015 / / / / / /
Hs 3965 3995 0.030 4,008 3,995 -0,013 | 3,984 4,046 0,062 (3,792 3,740 -0,052
H3, / / / 3,928 3,954 0,026 / / / / / /
H, 3,584 3,632 0,049 | superposicién conH2 | 3,521 3,526 0,004 |3,606 3,622 0,016
Hs 3851 3871 0.021 3,670 3,799 0,129 3,745 3,848 0,102 / / /
He 3877 3,922 0044|3862 3,888 0,025 3,895 3893 -0,002 (2644 3,162 0,518
H7 / / / / / / / / / 2,325 2,731 0,406
OCH; / / / 3,552 3,579 0,027 / / / / / /
b)
INM:3CD INM:ML3CD INM:HPRCD
8L 6¢ Ad 8L 6¢ A8 8L 6¢ A8
Hi 5068 5,095 0027|5251 5256 0,006 |5252 525 -0,002
Hia / / / | 5064 5074 0,010 | 5098 5,103 0,005
Hz 3647 3,673 0,026 | superposicibnconHs | 3,649 3,638 -0,011
Hza / / / 3,862 3,399 -0,463 / / /
Hs 3965 3,972 0,007 | 4008 3,955 -0,053|3,984 4,037 0,053
Hza / / / 13928 3915 -0,014| / / /
Hy 3584 3,61 0,026 | superposicionconHz | 3,521 3,526 0,004
Hs 3,851 3,851 8y10+4| 3,67 3,840 0,170 | 3,745 3,856 0,110
He 3,877 3902 0,024 (3862 3,875 0,279 |3,895 3,902 0,007
OCH: / / / |3552 3,567 0,015 / / /

L: ligando; C: complejo; a: posicién metilada; /: no corresponde asignacion de sefial.
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Tabla 2.4. Corrimientos quimicos de: a) SMR en presencia de ciclodextrinas y Meglumina y de:
b) INM en presencia de ciclodextrinas.

SMR INM
H
A B (|:|)
S—NH
HN I > FHaCO
0 J N
=HiC Hp
Hp
Cl
a)
SMR:R-CD SMR:M-R-CD SMR:HP-R-CD SMR:MEG
8 smr 6 ¢ A8 &¢ AS 8¢ AS 6¢ AS

Ha 81764 | 83176  0,1412 | 8,3406 0,1624 | 8,2656 0,0892 | 8,029 -0,1474
Hs 7,7369 | 7,7968 0,0599 7,753 0,0161 7,7543 0,0174 | 7,6342 -0,1027
He 6,867 6,9471 0,081 6,9449 0,0779 | 6,8932 0,0262 | 6,7889  -0,0781
Hp 6,8091 | 6,8322 10,0231 | 6,6426 -0,1665 | 6,8034 -0,006 | 6,6471 -0,162
He 2,3901 | 2,4765 0,0844 | 2,4522 0,0621 2,4323 0,0422 | 2,2701 -0,12

b)

INM:3-CD INM:M-3-CD INM:HP-3-CD

8 M 6¢ AS 6¢ A8 6¢ AS

Ha 7,7464 | 7,7329 -0,0135| 7,7000 -0,0464 | 7,8055 0,0591
Hg 7,6335 7,6259  -0,0076 | 7,5780 -0,0555 | 7,7534 0,1199
He 71147 7,518 0,4033 | 7,4644 0,3497 7,3975 0,2828
Hp 7,1006 7,1554 0,0548 7,1283 0,0277 7,1674 0,0668
He 6,7834 | 69458 0,1624 | 6,9058 0,1224 | 6,9229 0,1395
Hr  3,9020 ¢ ¢ 0] ¢ 0] 0]

He 3,6100 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
Hy 22563 | 21132 -0,1431| 2,1129  -0,1434 | 2,215  .0041

C: complejo; ¢: sefial indistinguible

La técnica de RMN ROESY es frecuentemente utilizada para establecer la interaccion
entre la molécula huésped y la molécula portadora en el estudio de complejos
supramoleculares.5960 En los espectros ROESY 2D de 3-CD, M-f3-CD e HP-f3-CD con SMR
(Figura 2.8), es posible observar picos de cruce intermoleculares de Hg con Hs y también
con Hz en SMR:M-23-CD y de Hp con Hs en SMR:R-CD, indicando claramente la inclusién de
SMR, donde los protones de la cavidad (Hs; y Hs) se encuentran afectados por
apantallamiento anisotrépico debido al grupo sulfonamida e interacciones de tipo Van der
Waals.
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Figura 2.8. Contornos parciales de los espectros ROESY 2D de: a) SMR:8-CD; b) SMR:M-8-CD y
¢) SMR:HP-5-CD en D20 a 25 °C.
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Fgura 2.9. Espectros ROESY 1D de: a) INM:B-CD; b) INM:M-B-CD y ¢) INM:HP-8-CD en DO
a259C.

Por otro lado, para establecer el tipo de interaccion entre INM y las CD, se
obtuvieron los espectros ROESY 1D, debido a que posibilitan la adquisiciéon de un mayor
numero de ciclos y, por lo tanto, la visualizacién de sefiales de mayor intensidad (Figura
2.9). En los espectros fue posible observar la interaccion de los protones de la cavidad
interna de las CD (Hz y Hs) y del proton ubicado hacia la apertura angosta de las mismas
(He) con los protones de INM (Ha, Hg para INM:3-CD e INM:HP-R-CD, Hc¢ para los tres
complejos y Hg para INM:M-f3-CD e INM:HP-3-CD), sugiriendo la inclusion total en el caso
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de los complejos con 3-CD y M-13-CD, y parcial en el complejo con HP-3-CD, con orientacién
hacia la apertura angosta de la cavidad.

En el espectro RMN-1H de SMR:MEG, fueron observados desplazamientos hacia
campos bajos de H¢ y Hy, pertenecientes a MEG y desplazamientos hacia campos bajos de
todos los protones de SMR, sugiriendo la existencia de interacciones electrostaticas, ya que
el grupo amino ocasiona un apantallamiento de los protones de SMR préximos al grupo
sulfonamida. Ademas, el desplazamientos hacia campos bajos del protéon H; de MEG podria
indicar también la presencia de interacciones de tipo Van der Waals. El espectro ROESY 2D
de SMR:MEG (Figura 2.10) confirmé estas interacciones, ya que Hg y He presentaron picos
de cruce con H; y He, a la vez que Hg con Hy. En base a estos resultados, proponemos que un
sistema binario entre SMR y MEG fue formado, donde no solo se llevan a cabo interacciones
electrostaticas, sino que también se encuentran implicadas interacciones de tipo Van der

Waals.
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Figura 2. 10. Contornos parciales de Ilos espectros ROESY 2D del sistema binario SMR:MFEG en
D;Oa 259C.
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2.3.1.2. ESTUDIOS EN ESTADO SOLIDO

Se procedié a la caracterizacién de las sustancias puras y de los sistemas sélidos binarios
obtenidos por liofilizacion (SBL), asi como también de las mezclas fisicas de los
componentes liofilizados (MFB), obtenidas por amasado, mediante Espectrometria
Infraroja, Analisis Térmico y Difraccién de Rayos X.

2.3.1.2.1. ESPECTROMETRIA INFRARROJA (IR)

Con el objetivo de determinar la interaccion entre los firmacos y las CD y entre SMR y MEG,
en estado soélido, la metodologia de Espectrofotometria Infrarroja fue utilizada, a partir del
analisis de los cambios en las formas, desplazamientos e intensidad de los picos de
absorcién IR del huésped o portador, ya que otorgan informacién acerca de la formacién de
complejos de inclusion.6! Los espectros IR de las sustancias puras, sistemas liofilizados
(SBL) y mezclas fisicas (MFB) de SMR e INM con {3-CD, M-f3-CD, HP-R-CD y de SMR con
MEG fueron adquiridos y se presentan en las Figura 2.11 y 2.12, respectivamente.
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Figura 2.11. Espectros IR de: a) pura SMR; b) 8-CD pura; ¢c) MFB SMR:5-CD 1:1; d) SBL SMR:5-CD
1:1; ¢) M-B-CD pura; £) MFB SMR:M-5-CD 1:1; g) SBL SMR:M-~5-CD 1:1; h) HP-5-CD pura;
1) MFB SMR:HP-5-CD 1:1;j) SBL SMR-HP-5-CD 1:1; k) MEG puro; ) MFB SMR-MFEG 1:1;
m) SBL SMR-MEG 1:1.
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Las bandas caracteristicas de SMR presentaron cambios debido a la presencia de CD
y MEG, tales como las sefales correspondientes a la vibracidn del anillo aromatico (1642 y
1630 cm) cuyas relaciones de intensidades fueron modificadas en los SBL con 3-CD y
M-3-CD, o desaparecieron en el SBL con HP-3-CD. Ademas, se observaron cambios en las
intensidades de los picos a 1596 y 1555 cm-l. También, las intensidades relativas de los
picos de los estiramientos simétricos y asimétricos de SO, (1327 y 1303 cm) fueron
modificadas en los SBL con MEG e HP-13-CD y la banda de estiramiento del enlace S=0 (1092
cm1l) presenté un desplazamiento hacia menores frecuencias en la MFB y el SBL de
SMR:3-CD (1087 y 1090 cm-1, respectivamente). En adiciéon, se observé que otras sefiales,
ubicadas en la regiéon de la huella digital de SMR, presentaron inversién en las intensidades
relativas o presentaron desplazamientos hacia menores frecuencias en el SBL en
comparacion con la MFB de los sistema de SMR con M-3-CD, HP-13-CD y MEG. Por otro lado,
la banda de MEG, correspondiente a la vibraciéon en el plano del enlace O-H, fue desplazada
hacia mayores frecuencias (de 1239 a 1245 cm1) debido a la presencia de SMR en el SBL.
Las diferencias entre las MFB y los SBL sugieren la formacion de verdaderos complejos de
SMR con las CD y de un sistema binario con MEG cuando los sistemas fueron preparados
mediante el método de liofilizacién, en los que se vieron involucrados principalmente el
anillo aromatico y el grupo sulfonamida en la interacciéon de SMR con las CD, asi como el
grupo sulfonamida en la interacciéon con MEG.

Por otro lado, las bandas caracteristicas de INM presentaron cambios debido a la
presencia de las CD, tales como las sefiales correspondientes al estiramiento del enlace
carbonilo presentes en las MFB con M-3-CD (1717 y 1690 cm-) e HP-3-CD (1743 y 1688
cml) que presentaron desplazamientos (1731 y 1694 cm!) en los SBL con M-3-CD y
desaparecieron en los SBL con HP-3-CD. Ademas, bandas de absorcion correspondientes a
la vibracion del anillo aromatico presentes en las MFB con 3-CD (1477; 1470; 1456; 1423;
1412; 1398, 1370; 1359; 1324; 1292; 1261;1233; 1224; 1188 cm1), M-3-CD (1324; 1305;
1290 cm1) e HP-13-CD (1186; 1149 cm!) desaparecieron en los correspondientes SBL, o se
observaron picos en las MFB con M-3-CD (1233 y 1222 cm'!) e HP-R-CD (1477 y 1454/
1368y 1359 /1260; 1232y 1222/ 1065; 1065 y 1001 cm-1) que se fusionaron en una banda
ancha (1227 cm?! y 1460/ 1365/ 1260/1031 cm-!, respectivamente) o presentaron
desplazamientos (1191 a 1195 cmt y 1306 a 1308/ 1164 a 1156 cm1, respectivamente) en
los SBL. En adicion, bandas de absorcion correspondientes a la vibraciéon de enlace C-H
fuera del plano C=C presentes en las MFB con 3-CD (905; 855; 804; 736 cm-1), M-3-CD (737;
690 cm1) e HP-3-CD (925;801;737;689;656 cm-!), desaparecieron en los correspondientes
SBL, a la vez que se observaron sefiales presentes en las MFB con 2-CD (946;935 y 926/704
y 692 cm1) e HP-f3-CD (853 y 837 cm-1) que se fusionaron en una sola banda (944/701 cm!
y 853 cm, respectivamente) y se detectaron desplazamientos en los SBL de £3-CD (838 a
833 cmly 752 a757 cm1), M-f3-CD (840 a 833 cm-1) e HP-13-CD (904 a889 cmty 756 a 753
cm1) respecto a las correspondientes MFB. También, se registré ausencia de senales
ubicadas en la region de la huella digital de las MFB con £3-CD (599 y 562 cm-!) e HP-13-CD
(562; 480; 431 cm!) o desplazamiento de picos en la MFB de HP-f3-CD (585 a 581 cm!)
respecto a los SBL. Las diferencias entre las MFB y los SBL sugiere la formacién de
verdaderos complejos de INM con las CD cuando son preparados mediante el método de

Pdgina 54 de 224



Capitulo II: “Complejos binarios y ternarios”

liofilizacion, en los que se ven involucrados principalmente los dos anillos aromaticos y el

grupo carbonilo de INM.
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Figura 2.12. Espectros IR de: a) INM pura; b) 8-CD pura; c) MFB
INM:B-CD 1:1; d) SBL INM:B-CD 1:1; ¢) M-B8-CD pura; f) MFB
INM:M-B-CD 1:1; g) SBL INM:M-B8-CD 1:1; h) HP-8-CD pura; i) MEB
INM:HP-6-CD 1:1; ) SBL INM:HP-5-CD I:1.
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2.3.1.2.2. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC), ANALISIS
TERMOGRAVIMETRICO (TGA) Y ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO DIFERENCIAL
(DTG).

DSC, TGA y DTG son frecuentemente las técnicas de andlisis térmico farmacéutico de
eleccién para el estudio de complejacién, debido a que proveen informacién detallada
acerca de las propiedades energéticas y fisicas de las sustancias.6! En las Figuras 2.13, 2.14,
2.15 y 2.16 se ilustran los termogramas de los farmacos puros, de las CD, de MEG, y de las
MFB y de los correspondientes SBL de SMR con 3-CD y M-f3-CD, de SMR con HP-3-CD y MEG
y de INM con £3-CD, M- £3-CD e HP-13-CD, respectivamente, asf como los datos mas relevantes
se resumen en la Tabla 2.5.

Las curvas de SMR e INM [Figuras 2.13 a) y 2.15 a), respectivamente] presentaron las
caracteristicas tipicas de sustancias cristalinas, caracterizadas por presentar picos agudos
endotérmicos (a 237,71 y 161,77 °C, respectivamente), asignados a sus puntos de fusién, y
descomponiéndose por encima de los 270 y 250 °C, respectivamente. Como puede
observarse, mediante la comparacidon de las curvas de TGA y DSC, las CD presentan
deshidratacién en el rango de 25 a 150 °C y se descomponen por encima de los 250 °C,
evidenciado por la pérdida de masa en las curvas de TGA. Las MFB de las CD con SMR
(Figuras 2.13 y 2.14) presentaron picos endotérmicos debido al punto de fusién del
farmaco, seguido de descomposicion, representado por una pérdida de masa continua en las
curvas de TGA, como también, estas curvas presentaron desplazamientos de temperatura y
cambios en los valores de pérdida de masa del evento de deshidratacion. Ademas, en la MFB
de SMR:HP-3-CD [Figura 2.14 a)], el pico de fusion de SMR se encuentra ligeramente
desplazado hacia menores temperaturas. En registros de los DSC y TGA de las MFB de INM
con 3-CD, M- 2-CD e HP- £3-CD (Figuras 2.15 y 2.16) se registraron la endoterma de fusién
de INM y su descomposicion evidenciada por una pérdida de masa continua por encima de
los 275, 250 y 225 0C, respectivamente. También pudieron observarse en las curvas de DTG
desplazamientos de las endotermas de deshidratacion de las CD. Estos eventos pueden ser
explicados mediante interacciones moleculares débiles entre el farmaco y la CD a altas
temperaturas, pero no fueron evidencias de la formacion de verdaderos complejos de
inclusion. Paralelamente, el pico de fusién de SMR se encuentra ausente en las curvas de
DSC de las muestras liofilizadas, asi como también estos diagramas presentan
desplazamientos en las temperaturas de deshidrataciéon de las correspondientes CD y
cambios en los valores de pérdida de peso. Las curvas de los SBL de SMR:3-CD y
SMR:M-3-CD (Figura 2.13) también presentan eventos térmicos a 211,92 °C/232,35 °C y
212,73 9C, respectivamente, ausentes en la curva de SMR. A partir de esto, sugerimos que
estos eventos podrian estar relacionados a la fusion de la droga libre o al comienzo de la
descomposicidn, ya que el primer pico en DSC de cada uno coincide con el comienzo en la
pérdida de masa en la curva de TGA. En los SBL de INM con CD (Figuras 2.15 y 2.16) el pico
de fusién del IFA puro se encuentra ausente en las curvas de DSC y se observan
desplazamientos en las temperaturas de deshidratacion maxima de 3-CD e HP--CD. Sin
embargo, se observo una disminucioén en las temperaturas de descomposicion de los SBL
con 3-CD y M-3-CD respecto a las MFB, con perfiles de TGA similares al de INM pura. Las
diferencias entre los perfiles de las MFB y los SBL podrian sugerir la formaciéon de
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verdaderos complejos de inclusion de SMR e INM con las CD cuando son preparados
mediante la técnica de liofilizacién. Por otro lado, al igual que SMR, la curva de DSC de MEG
[Figura 2.16 b)] presenta un pico endotérmico agudo sin pérdida de peso correspondiente a
su punto de fusién, a la vez que se descompone por encima de los 200 °C. En la curva de la
MFB de SMR:MEG, el pico endotérmico correspondiente al punto de fusiéon de MEG se
encuentra ensanchado y desplazado hacia menores temperaturas, lo que podria indicar la
interaccion entre los componentes. Ademas, esta sefial no estd presente en el SBL y la
descomposicion ocurre a mayores temperaturas y con menor pérdida de peso,
probablemente demostrando la formaciéon de una nueva entidad con mayor estabilidad
térmica. También, existen tres eventos en la curva de DSC del SBL a 113,55; 1554 y
213,37 °C que podrian corresponder a la fusiéon de MEG y SMR libres remanentes, asi como
al comienzo de la descomposicidn, respectivamente. El grado de cristalinidad relativo de
MEG (MEGgcr) en la MFB y en el SBL fue estimada mediante la relacién entre la entalpia de
fusion de MEG calculada en la muestra (AHmuestra) ¥ 1a de MEG pura (AHwmeg), de acuerdo a la
siguiente ecuacion:é2

MEG ¢cr = AHmuestra /AHMEG
donde AHmuestra €S 1a entalpia de fusiéon de MEG calculada en la mezcla fisica o en el complejo
y AHwmec es la entalpia de fusion de MEG pura. Los valores reportados en la Tabla 2.6

muestran que el SBL presenté menor grado de cristalinidad que la MFB, lo que indicaria que
ocurre la formacion de un sistema binario entre SMR y MEG.
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Figura 2.13. Curvas de DSC, TGA y DTG de los complejos binarios de SMR con a) 8-CD y
b) M-B-CD, siendo: SMR pura ( ); CD pura ( ); MFB () y SBL ( ).
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Figura 2.14. Curvas de DSC, TGA y DTG de los complejos de SMR con a) HP-5-CD y b) MEG,
siendo: SMR pura ( ); CD pura ( ); MFB () y SBL ().
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Figura 2.15. Curvas de DSC, TGA y DTG de los complejos de INM con a) 8-CD y b) M-8-CD,
siendo: INM pura ( ); CD pura ( ); MFB () y SBL( ).
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Figura 2.16. Curvas de DSC, TGA y DTG de los
complejos de INM con ¢) HP-5-CD, siendo:
INM pura ( ); CD pura ( ); MEB () y SBL ( ).
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Tabla 2.5. Datos extraidos de las curvas de DSC, TGA y DTG para los componentes puros, mezclas
fisicas y complejos lioftilizados de: a) SMR e INM con CD, y de b) SMR con MEG

a) Evento de deshidratacion Fusion Evento de descomposicion
TGA TGA DTG
DSC (°C) | (PP 025-100 DTG (°C) | DSC (°C) | DSC (°C) (PP 2000-350 ©C)
) Q)
SMR / 0,28% 37,2 237,51 >270 48,87% 252,81
-CD 131,41 12,49% 52,42 / >290 77,63% 324,47
SMR:3-CD MFB 88,7 9,98% 59,51 237,16 >235 35,95% 2488
SBL 85,25 8,21% 53,12 / >240 48,73% 262,34
M-f3-CD 112,2 5,08% 35,85 / >300 90,43% 337,25
SMR:M-3-CD MFB 69,94 6,42% 38,17 239,86 >240 50,69% 265,03
SBL 56,87 6,14% 28,22 / >250 54,17% 264,25
HP3-CD | 119,57 4,47% 32,93 / >300 88,29% 338,61
SMR:HP-3-CD | MFB 58,74 531% 36,38 223,66 >225 56,75% 253,75
SBL 47,98 6,18% 29,26 / >260 71,31% 285,84
INM / 0,19% 38,96 161,77 >250 98,24% 275,55
-CD 131,41 12,49% 52,42 / >290 77,63% 324,47
INM:3-CD MFB 75,24 10,39% 55,66 160,78 >275 78,76% 323,19
SBL 155,4 8,40% 140,61 / >200 43,16% 242,8
M-3-CD 112,2 5,08% 35,85 / >300 90,43% 337,25
INM:M-R-CD MFB 44,5 5,09% 34,59 159,52 >250 55,03% 350
SBL 143,04 6,42% 124,8 / >200 42,58% 253,19
HP3-CD | 119,57 4,47% 32,93 / >250 88,29% 338,61
MFB 59,7 4,08% 40,95 161,06 >225 73,74% 325,43
INM:HP--CD 22526
SBL 55,51 527% 37,04 / >250 62,60% 329,31
b) Deshidratacion Fusion Descomposicion
PP 25-100 C I(’OTC? l:"é)G SMR(°C) Des(ﬁg;“p' PP 200-350 °C | DTG (°C)
SMR 0,28% 37,2 0} 237,51 >270 48,87% 252,81
SMR:MEG MEG 0,41% 28,42 130,73 / >200 93,67% 265,72
MFB 0,37% 30,39 120,1 / >220 75,47% 265,72
SBL / / / / >225 61,87% 270,76

PP: pérdida de peso; /: no aplicable;

Tapla 2.6. Grado de cristalinidad relativo de MEG (MEGgcr) en la MEB y en el SBL con SMR.

AH (U/8) AH smr:MEG MFB AH smr:mEG sBL MEG gcren MEGgcr €n
e /8 0/g) 0/g) MFB SBL
264,7 98,78 14,05 0,37 0,05
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2.3.1.2.3. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La Difraccion de Rayos X de polvos es una metologia apropiada para la determinacién del
estado molecular de un complejo.63 Las Figuras 2.17 y 2.18 muestran los patrones de
difraccién de Rayos X de SMR e INM y de las MFB de los correspondientes componentes
liofilizados o de los SBL con CD y MEG, respectivamente.

En el difractograma de Rayos X de SMR pura (Figura 2.17 a), existen picos agudos a
24,20, 24,70; 27,49; 28,99; 29,99; 30,80; 32,49; 36,70; 38,00; 44,99; 45,50 que sugieren que el
farmaco se presenta como un material cristalino, del mismo modo que INM (Figura 2.18 a)
con picos a 20 = 21,99; 23,50; 24,20; 26,79; 29,4 ° y MEG, cuyo patrén de difracciéon presentd
picos agudos a 26 = 17,19; 18,19; 19,70; 21,60; 21,99; 26,20; 29,50; 32,99; 34,50; 35,30; 38,00;
41,59 42,40, 3-CD también exhibi6 un patrén de difraccién tipico de una sustancia cristalina
(a 26 = 22,99 27,19 34,99); pero M-f3-CD e HP-R-CD exhibieron caracter amorfo (Figuras
2.17 b, e y h, respectivamente).
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Figura 2.17. Difractogramas de Rayos X de: a) pura SMR; b) 5-CD pura; c) MFB SMR:5-CD 1:1; d) SBL
SMR:B-CD 1:1; ¢) M-B-CD pura; £) MFB SMR:M-B-CD 1:1; g) SBL SMR:M-8-CD 1:1; h) HP-8-CD
pura; i) MFB SMR-HP-8-CD 1:1;j) SBL SMR:HP-5-CD 1:1; k) MEG puro; 1) MFB SMR-MEG 1:1; m) SBL
SMR-MEG 1:1.
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Fgura 2.18. Difractogramas de Rayos X de: a) pura INM; b) 8-CD pura; ¢) MFB SMR:8-CD 1: I;
d) SBL SMR:8-CD 1:1; ¢) M-8-CD pura; 1) MEB SMR:M-8-CD 1:1; g) SBL SMR:-M-68-CD 1:1;
h) HP-8-CD pura; i) MEB SMR:HP-B-CD 1:1; j) SBL SMR:HP-8-CD 1:1.
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Con el objetivo de evaluar el efecto del proceso de liofilizacion en la cristalinidad de
los componentes, fueron adquiridos los patrones de difracciéon de las sustancias cristalinas
puras liofilizadas (SMR, INM, 2-CD y MEG). Los patrones de DRX de las MFB confirmaron la
presencia de las especias sélidas aisladas, debido a que los patrones de difraccién presentan
picos correspondientes a SMR, INM, 8-CD o MEG o las bandas amorfas de M-3-CD o
HP-3-CD, respectivamente. Por el contrario, en los SBL se observé un patrén totalmente
amorfo de la droga, caracterizado por patrones de difraccién que presentaron Unicamente
bandas amplias donde no es posible distinguir los picos caracteristicos del farmaco. Estos
resultados sugieren que SMR e INM ya no estan presentes como un material cristalino y que
los complejos so6lidos con CD existen en estado amorfo. Por otro lado, algunos picos de
difraccién permanecieron en el SBL de SMR:MEG atribuibles a cristales de MEG, lo que
puede corresponder a la presencia de un exceso de MEG aislado. No hubo ninguna
coincidencia con el patrén de DRX de SMR y se visualizaron picos a diferentes dngulos de
difraccién, sugiriendo la formacién de una nueva entidad con diferente orden de
cristalinidad a la de los componentes aislados.
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2.3.2. COMPLE]JOS TERNARIOS
2.3.2.1. ESTUDIOS EN SOLUCION

2.3.2.1.1. ANALISIS DE SOLUBILIDAD DE FASES (ASF)

Con el objetivo de evaluar la formacién de complejos ternarios entre SMR, MEG y las tres CD
(3-CD, M-3-CD o HP-f3-CD) y analizar el efecto sobre la solubilidad acuosa del principio
activo, los andlisis de solubilidad de fases en agua y en soluciones acuosas de pH 2,0 y pH
8,0 con cada ciclodextrina, fueron realizados tras la adicién de una concentracién fija de
MEG de 3 mM, como componente ternario, los que son presentados en la Figura 2.19. Los
sistemas ternarios de INM no fueron tenidos en consideracidn para su estudio debido a que
ensayos preliminares demostraron que MEG posee un efecto negativo sobre la estabilidad
de este IFA, incluso en presencia de las CD.

Tabla 2.7. Solubilidades de SMR, constantes de formacion aparentes de complejos binarios (Kcs)
y ternarios (Kcr) e incrementos de solubilidad respecto a la solubilidad intrinseca de SMR
(Smix/So) 0 respecto a la solubilidad de SMR tras la adicion de MEG 3 mM (Syxc).

Isoterma max Sax/So  Smax/Smee K clT KC_]: pH
(mg/mL) (M) M)
agua Ap 0,97 £ 0,05 4+1 2,5+0,3 35+14 215+42 7,43
SMR:8-CD: MEG pH 2,0 AN 1,30 £ 0,08 4+1 24+03 200+£18 207 £45 1,72
pH 8,0 AL 236+005 15+0,2 1,15+0,09 154 31+8 8,03
agua AL 6,28+0,06 29+2 3,5+0,3 29+3 73 +21 7,85
SMR:M-f3-CD: MEG pH 2,0 AL 2,8+0,5 9+1 3,6+0,6 42+2 118+29 1,81
pH 8,0 An 11+1 7+1 50+0,8 88+9 59+13 7,95

agua A, 44+04 20:5 16+03 76+9 144+26 7,92

SMR:HP-R-CD: MEG pH2,0 A 1,23+0,01 39+0,7 1,70£0,09 58%+4 6517 1,85
pH80 A 25+0,1 15+03 11%0,1 7+3 204 8,00
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Figura 2.19. Diagramas de Solubilidad de Fases de SMR con: a) 8~-CD; b) M-8-CD;
¢) HP-8-CD, en presencia de MEG 5 mM, ¢n agua m), apH 2 (®) y a pH 8 (A) a
250C.
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En general, la mayoria de las isotermas pueden ser clasificadas como de tipo A de
acuerdo a Higuchi y Connors,? observandose un aumento lineal en la solubilidad de SMR en
funcién de la concentracién de CD y que se formaron complejos solubles sin existencia de
precipitado en el rango de concentraciéon de CD utilizada. Estos resultados se condicen con
los datos reportados previamente para los complejos binarios de SMR:CD y SMR:MEG en la
Seccién 2.3.1. Excepcionalmente, las isotermas de SMR:{3-CD:MEG y SMR:M-{3-CD:MEG a pH
2,0 y 8,0, respectivamente, fueron clasificadas como tipo Ay, que en general sugiere la
auto-agregacion de las CD o la alteracién de la naturaleza efectiva del solvente en presencia
de grandes concentraciones de ligando, afectando el grado de complejacidn aparente.29.30

Por otro lado, el diagrama de SMR:f3-CD:MEG en agua fue tipo Ap, sugiriendo un
incremento en la relaciéon estequiométrica huésped-receptor a concentraciones altas de
3-CD. Considerando los resultados previamente reportados para los correspondientes
complejos binarios, cuyas isotermas de solubilidad fueron de tipo AL con las tres CD, podria
establecerse que, en ciertos casos, la incorporacién de MEG modifica la complejacion del
farmaco con la CD. Los valores de las pendientes de todos los diagramas menores a 1,
sugieren la formacion de complejos SMR-CD de estequiometria 1:1 en solucidon. Ademas, las
constantes de estabilidad aparentes (K¢) fueron calculadas utilizando la ecuacién de Higuchi
y Connors.

Las solubilidades maximas alcanzadas (Smax), los incrementos de solubilidad y las
constantes de estabilidad (Kc) para todos los sistemas son presentados en la Tabla 2.7. A
partir de estos valores, pueden deducirse diferentes interacciones entre el farmaco y las
tres CD, en presencia de MEG. La mayor constante de estabilidad para el complejo
SMR:3-CD:MEG fue obtenida a pH 2,0, cuyo valor no presenté diferencia significativa con el
del sistema binario SMR:f3-CD, indicando que la interaccién con £3-CD fue producida de
manera mas eficaz cuando el grupo acido sulfonamida del fArmaco existe en su forma no
ionizada y sugiriendo que MEG no afecta la incorporacién del IFA dentro de la cavidad. Los
valores de las constantes de estabilidad de los sistemas ternarios (Kcr) fueron menores a los
de los correspondiente sistemas binarios (Kcg), excepto para el complejo ternario con
M-3-CD a pH 8,0, cuyo K¢r fue mayor que su Keg. En adicion, es importante recordar que en
la Seccion 2.3.1.1.1 se expuso que la solubilidad de SMR disminuye, a pH 2,0, con
concentraciones crecientes de MEG, lo que puede atribuirse a la repulsidn electrostatica de
MEG y SMR, ya que ambos presentan sus grupos aminos protonados a este valor de pH. Sin
embargo, este comportamiento no fue observado para los sistemas ternarios a pH 2,0 con
las concentraciones de MEG utilizadas en estos estudios. Analizando los valores de Smax
obtenidos para cada sistema, podria concluirse que, aunque en todos ellos fue observado un
incremento, para los sistemas ternarios con M-23-CD e HP-3-CD en agua, los aumentos en los
valores de Smax fueron mayores, con incrementos de 29 y 20 veces, respectivamente, en
relacion con la solubilidad en ausencia de ligandos.

De acuerdo a estos resultados, podemos concluir que ocurrié un incremento en la
solubilidad debido a la co-presencia de CD y MEG, ya que los valores de Smsx obtenidos con
los sistemas ternarios fueron superiores a los obtenidos con los complejos binarios. El
comportamiento de las tres CD sugiere que sus estructuras quimicas influyen en el
diferente modo de interaccion con SMR en presencia de MEG.
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2.3.2.1.2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES (RMN-1H).

Con el objetivo de estudiar los modos de interaccién entre SMR, MEG y cada una de las tres
CD en los complejos ternarios, se compararon los corrimientos quimicos de los protones de
los componentes puros, de los complejos binarios y ternarios. Debido a que los espectros
RMN-1H de CD y MEG presentaron interferencias entre ellos, lo que fue también reflejado en
ROESY, fueron llevados a cabo experimentos de doble resonancia (2D NMR), [Heteronuclear
single quantum coherence (HSQC) and Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC)],
para elucidar las seflales con mayor resolucion. Los corrimientos quimicos fueron extraidos
de los espectros HSQC (Figura 2.20) y son enlistados en las Tabla 2.8 y 2.9.

En los complejos ternarios, todos los protones de SMR presentaron desplazamientos
hacia campos altos en comparacién con el farmaco puro y los correspondientes complejos
binarios con cada CD, sugiriendo un fendmeno de apantallamiento predominante del grupo
amino de MEG en las proximidades del grupo sulfonamida de SMR, también observado
previamente en el sistema binario SMR:MEG.38 Por el contrario, todos los protones de SMR
presentaron desplazamientos hacia campos bajos en comparacién con el sistema binario
SMR:MEG, probablemente debido a interacciones de tipo Van Der Waals entre SMR y la
cavidad interna de CD, como se observ también para los complejos binarios.38
Los protones de CD presentaron desplazamientos hacia campos bajos en comparacion con
los correspondientes ligandos puros, observandose los corrimientos mas significativos en
los protones Hs y H3 para los complejos ternarios con M-f3-CD e HP-3-CD, respectivamente.
Los protones de 3-CD presentaron desplazamientos hacia campos altos en el sistema
SMR:3-CD:MEG con respecto al complejo binario SMR:f3-CD, probablemente debido al efecto
de apantallamiento del grupo amino de MEG, lo que podria indicar la interacciéon de 3-CD
con MEG libre. Por otro lado, los protones de M-f3-CD e HP--CD presentaron
desplazamientos a campos bajos en comparacioén con los sistemas binarios, sugiriendo la
interaccion del par SMR:MEG con la cavidad interna hidrofébica de CD mediante fuerzas de
tipo Van Der Waals. Estos hallazgos podrian explicar los apreciables incrementos en la
solubilidad observados en los estudios de solubilidad de fases realizados en agua, cuando
SMR es combinada con M-f3-CD o HP-13-CD en presencia de MEG, indicando la formacién de
verdaderos complejos ternarios.
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Tabla 2.8. Desplazamientos quimicos de cada CD pura(dcp), en el complejo binarios(Ss) y

ternario(oy).
cD
1
2
4
6 B -7
SMR:3CD:MEG
8 gep Y 8t 81.8pc 81.088
H: 5,0678 51184 5,0976 0,0298 -0,0208
H; 3,6470 3,4301 3,6758 0,0288 0,2457
Hs 3,9654 3,9952 3,9872 0,0218 -0,0080
Ha 3,5835 3,6322 3,611 0,0272 -0,0215
Hs 3,8505 3,8709 3,8800 0,0295 0,0091
He 3,8774 3,9216 3,9024 0,250 -0,0192
SMR:MRCD:MEG
8 mpcp 8B 6t 8 1.8 mpep 8168
H; 5,2507 5,2447 5,2808 0,0301 0,0361
Hia 5,0638 5,0581 5,0981 0,0343 0,0400
H, Superposicién con Hy / /
Hza 3,3993 3,3993 3,4222 0,0229 0,0229
H3 4,0081 3,9952 4,0231 0,0150 0,0279
H3a 3,9541 3,9541 3,9683 0,0142 0,0142
Ha Superposicién con H; / /
Hs 3,6698 3,7985 3,7990 0,1292 0,0005
He 3,8624 3,8877 3,8973 0,0349 0,0096
OCH; 3,5518 3,5788 3,6024 0,0506 0,0236
SMR:HP3CD:MEG
S HPBCD 8B 8T 8T8 HPBCD ST-SB
H, 5,2517 5,2372 5,2565 0,0048 0,0193
Hia 5,0978 5,0886 5,1054 0,0076 0,0168
H; 3,6489 3,6302 3,6900 0,0411 0,0598
H; 3,9839 4,0458 4,8735 0,8896 0,8278
Ha 3,5214 3,5256 3,5348 0,0134 0,0092
Hs 3,7454 3,8476 * / /
Hs 3,8947 3,8932 3,9009 0,0062 0,0077

a: posicion metilada; *: indistringuible; /: no corresponde asignacion,
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Tabla 2.9. Corrimientos quimicos de Sultamerazina libre (8s), en el complejo binario con MEG (8s:m) o con la

correspondiente CD (88) y en el complejo ternario (8t).

SMR
Ha Hg o
I
HN ﬁ—NH N
H3C Hp
E
SMR:3-CD:MEG
8s 8sm 58 &t §r-8s br-6s 61-6m
Ha 8,1764 8,0290 8,3176  8,0858 -0,0906 -0,2318 0,0568
Hp 7,7369 7,6342 7,7968  7,6916 -0,0453 -0,1052 0,0574
Hc 6,8670 6,7889 69471 6,8119 -0,0551 -0,1352  0,0230
Hp 6,8091 6,6471 6,8322  6,6844 -0,1247 -0,1478 0,0373
He 2,3901 2,2701 2,4765  2,3214 -0,0687 -0,1551  0,0513
SMR:M-3-CD:MEG
8s 8sm L} &t §r-8s br-6s 61-6m
Ha 8,1764 8,0290 8,3406  8,1989  0,0225 -0,1417 0,1699
Hp 7,7369 7,6342 7,7530  7,7306  -0,0063 -0,0224 0,0964
Hc 6,8670 6,7889 6,9449 6,7982 -0,0688 -0,1467  0,0093
Hp 6,8091 6,6471 6,6426  6,7543 -0,0548 0,1117  0,1072
He 2,3901 2,2701 2,4522  2,3873 -0,0028 -0,0649 0,1172
SMR:HP-3-CD:MEG
65 55:M 83 6T 6T'GS 6T'6B 6T'6M
Ha 8,1764 8,0290 8,2656  8,1574 -0,0190 -0,1082 0,1284
Hp 7,7369 7,6342 7,7543  7,7247 -0,0122 -0,0296  0,0905
Hc 6,8670 6,7889 6,8932  6,8404 -0,0266 -0,0528 0,0515
Hp 6,8091 6,6471 6,8034 6,7758 -0,0333 -0,0276  0,1287
He 2,3901 2,2701 2,4323 23704 -0,0197 -0,0619 0,1003
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Fgura 2.20. Contornos parciales de los espectros RMN HSQC ZD de los complejos:
a) SMR:B8-CD:MFEG; b) SMR:M-B8-CD-MEG y ¢) SMR:HP-5-CD:MEG, superpuestos con los
correspondientes complejos binarios con CD y MEG (a la izquierda y a la derecha,
respectivamente)
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2.3.2.2. ESTUDIOS EN ESTADO SOLIDO

Del mismo modo que con los complejos binarios, los sistemas so6lidos ternarios fueron
preparados por el método de liofilizacién (STL), asi como mediante simple amasado fueron
obtenidas las mezclas fisicas de los componentes ternarios liofilizados (MFT), los cuales
fueron caracterizados mediante DSC, TGA, IR y DRX.

2.3.2.2.1. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC), ANALISIS
TERMOGRAVIMETICO ~ (TGA) Y  ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO
DIFERENCIAL (DTG).

En la Seccién 2.3.1, se describié detalladamente la formacién de verdaderos complejos de
inclusion de SMR con 3-CD, M-3-CD e HP-3-CD y de un sistema binario con MEG, mediante
DSCy TG. Laisoterma de SMR fue tipica de una sustancia cristalina y se caracteriz6 por un
pico endotérmico agudo (a 237,51 °C), asignado a su punto de fusién, descomponiéndose
por encima de los 270 °C. Las CD presentaron deshidrataciéon en un rango de temperaturas
de 25 a 150 °C y descomposicidn por encima de los 250 °C. Por otro lado, la curva de DSC de
MEG presentd una endoterma aguda, sin pérdida de peso, correspondiente a su punto de
fusién, descomponiéndose por encima de los 200 °C. En la presente Seccion, el
comportamiento térmico de los complejos ternarios de SMR:MEG:CD fue monitoreado
utilizando el mismo procedimiento, mediante la comparacién de los patrones obtenidos de
las sustancias puras, las MFT, SBL y STL, los cuales se presentan en la Figura 2.21.

En las curvas de las MFT de 3-CD, M-f3-CD e HP-f3-CD los picos endotérmicos
correspondientes a los puntos de fusién de SMR y MEG desaparecieron o se presentaron
pequefios desplazamientos hacia menores temperaturas (125,24, 128,64 y 125,75 °C),
respectivamente. En adicion, los eventos de deshidratacion de -CD, M-3-CD e HP-13-CD se
desplazaron hacia menores temperaturas (85,39, 63,09 y 63,09 °C) en comparacién con los
correspondientes ligandos puros. Estos eventos podrian indicar la ocurrencia de una
interaccion molecular débil entre los componentes a altas temperaturas, pero no fueron
evidencias de la formacién de verdaderos complejos de inclusion. Por el contrario, en las
curvas de DSC del STL las endotermas de fusion de SMR y MEG no se observaron. También,
el evento de deshidrataciéon de HP-13-CD en el STL desplaz6 hacia menores temperaturas
(56,05 9C) respecto a la correspondiente MFT (63,09 9C). Ademas, la descomposicion del
STL con 3-CD y M-3-CD ocurrié a mayores temperaturas (262,34 y 264,25 °C) y la MFT
(281,84 y 288,85 °C), probablemente demostrando la formacién de una nueva entidad con
mayor estabilidad térmica. Estos resultados sugieren que una interaccion diferente ocurre
entre SMR y CD en presencia de MEG, cuando los sistemas ternarios son preparados
mediante la técnica de liofilizacién, a la vez que sustentan los hallazgos anteriores de los
estudios de RMN, que indicaron la formacion de verdaderos complejos de inclusiéon cuando
son utilizadas HP-13-CD y M-3-CD.
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Fgura 2.21. Curvas de DSC, TGA y DTG de los compilcjos: a) SMR:8-CD:MFEG; b) SMR:-M-~5-CD:MFEG y
¢) SMR-HP-5-CD:MEG, siendo: SMR pura ( ); MEG puro ( ); SBL con MEG ( ); CD pura ( );
SBL con CD ( ); MFT ( ); STL ( ). Escalas: Y1: para SMR y MEG; YZ2: para el resto de las curvas;
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Tabla 2.5. Datos extraidos de las curvas de DSC, TGA y DTG para los componentes puros, mezclas fisicas
y complejos liofilizados de SMR e INM con CD, y de SMR con MEG.

Evento de Evento de
deshidratacion Fusion descomposicion

DSC TGA DTG DSC DSC TGA DTG

(°Q) (PP 25-100 °C) (°C) (°C) (°Q) (PP 200-350 °C) (°C)
SMR o} 0,28% 37,2 237,51 (S) >270 48,87% 252,81
MEG o} 0,41% 28,42 130,73 (M) [ =200 93,67% 265,72
SMR:MEG SBL o} o} o) o) >225 61,87% 270,76
CD pura 131,41 12,49% 52,42 o) >290 77,63% 324,47
SBL 85,25 8,21% 53,12 o) >240 48,73% 262,34
A. MFT 85,39 7,73% 70,84 | 125,54 (M) | »>213 57,07% 281,84

- 0,

o | e | e | B3| e || mae oo
CD pura 112,2 5,08% 35,85 ) >300 90,43% 337,25
B SBL 56,87 6,14% 28,22 o) >250 54,17% 264,25
MFT 63,09 5,52% 38,12 | 128,64 (M) | >200 61,34% 288,85
STL 61,3 4,98% 35,19 o} >220 53,49% 312,19
CD pura 119,57 4,47% 32,93 ) >300 88,29% 338,61
SBL 58,74 6,18% 29,26 ) >260 71,31% 285,84
¢ MFT 63,09 4,28% 37,76 | 12575 (M) | >200 64,81% 277,92
STL 56,05 3,75% 36,85 o) >200 70,08% 286,07

PP: pérdida de peso; d: no aplicable; (S): pico de fusién corresponde a SMR; (M): pico de fusién corresponde a

MEG.

2.3.2.2.2. ESPECTROMETRIA INFRARROJA (IR)

La espectrometria infrarroja fue utilizada para evaluar la interaccion entre SMR, MEG y
3-CD, M-f3-CD o HP-3-CD en estado solido, debido a que a través de la complejacion del
huésped, ocurren desplazamientos o cambios en el espectro de absorcidn.! Los espectros
FT-IR de las sustancias puras, de los sistemas binarios liofilizados (SBL), de las mezclas
fisicas ternarias (MFT) y de los sistemas ternarios liofilizados (STL), se presentan en la
Figura 2.22.

Algunas bandas caracteristicas de SMR presentaron cambios en el STL en
comparaciéon con la MFT y el SBL, como las sefiales correspondientes a la vibracién del
anillo aromatico (1642 y 1630 cm'!) que se desplazaron hacia frecuencias mayores o
menores en el STL con 3-CD e HP-3-CD (1557; 1577 y 1556 cm'!, respectivamente) o
desaparecieron en comparacion con el correspondiente SBL (1548; 1567 y 1575; 1562 cm-1,
respectivamente). En particular, las bandas de vibraciéon del anillo pirimidinico (1444 y
1407 cm) se modificaron a una sola banda (1423 cm) o desaparecieron en el STL con
3-CD respecto a la MFT y al SBL (1490; 1444; 1408 and 907 cm1), lo que puede estar
relacionado a la diferente interaccion de 3-CD con SMR en presencia de MEG, observada en
los estudios de RMN. Ademas, la banda del estiramiento S=0 de SMR (1092 cm-1) que se
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observé a 1127 cm! en el SBL y la MFT, se elimin6 en el STL con M-3-CD, asi como las
bandas del estiramiento S-O en la MFT y SBL con 2-CD y M-f3-CD (967; 837; 887 y 797 cm},
respectivamente) se desplazaron (797 a 804 cm-l) o desaparecieron. En adiciéon, muchas
otras sefiales presentes en la regién de la huella digital de SMR de los espectros de los SBL y
de las MFT se desplazaron en el STL con £3-CD (556 a 552 cm-) o HP-f3-CD (855 a 859
cml) o desaparecieron con M-f3-CD (654 cm-l). Estos resultados confirman que una
interaccion diferente ocurrié entre SMR, MEG y cada una de las CD cuando los sistemas
ternarios son preparados mediante la técnica de liofilizacion, indicando la formacién de
nuevos compuestos que difieren de los correspondientes complejos binarios, lo que fue
también evidenciado mediante los estudios de RMN y los incrementos de solubilidad
observados.
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Fgura 2.22. Fspectros FT-IR de: a) MEG puro; b)SMR pura; c) SBL con MEG; d) 8-CD pura;
e); MFT con 8-CD; 1) SBL con 8~CD; g) STL con 8-CD; h) M-8-CD pura; i) MFT con
M-B-CD; j) SBL con M~5-CD; k) STIL con M-8-CD; ) HP-5-CD pura; m) MFT con
HP-68-CD; n) SBL con HP-8-CD; o) STL con HP-5-CD.
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2.3.2.2.3. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX).

Los patrones de difraccién de Rayos X de polvos de las sustancias puras liofilizadas, los
sistemas binarios liofilizados (SBL), las mezclas fisicas ternarias (MFT) de los componentes
liofilizados y los sistemas ternarios liofilizados (STL), son expuestas en la Figura 2.23.

El estado molecular de los complejos binarios de SMR con 3-CD, M-f3-CD, HP-13-CD y
MEG utilizando DRX fue previamente descripto en la Seccién 2.3.1.2.3, donde la presencia de
cada especie como sdlido aislado fue confirmada en la MFB y una amorfizacién total de la
droga fue inducida cuando los complejos solidos con CD fueron obtenidos mediante la
técnica de liofilizacién, deducida a partir de la superposicion de los patrones de las
sustancias puras o mediante la presencia de amplias bandas de difraccién, en las cuales no
es posible distinguir los picos caracteristicos del IFA, respectivamente. En base a esto, el
estado molecular de los complejos ternarios SMR:MEG:CD fue investigado utilizando el
mismo procedimiento.

Los difractogramas de las MFT fueron aproximadamente la superposicion de los
patrones de los materiales puros, del mismo modo que se observo en las MFB. Por otro lado,
los STL mostraron patrones de difraccién difusos con disminucién del caracter cristalino
respecto a los SBL, desapareciendo también los picos de difraccion cristalinos
correspondientes a MEG libre, los que podian detectarse en el sistema liofilizado de
SMR:MEG. Esto podria indicar que la combinaciéon de CD y MEG otorga mayor eficacia para
favorecer el estado amorfo que los complejos binarios, cuando los complejos ternarios son
obtenidos mediante la técnica de liofilizacion.

Pdgina 78 de 224



Capitulo II: “Complejos binarios y ternarios”

A.
a)
b)
c)
d
I i
f) MWWMMWMW
) PO
1 IU 2|U 3|U 4IU SIU
B. 20/0
a)
b)

10 20 30 40 50
26/8
C.
a)
b)

26/6

Figura 2.23. Ditractogramas de Rayos X de los complcjos: A)SMR:5~-CD:MEG; B) SMR:M-5-CD:-MEG
¥ C) SMR:HP-8-CD:MEG, siendo: a) SMR pura; b) MEG puro; ¢) SBL con MEG; d) CD pura; ¢) SBL
con CD; 1) MFT; g) STL.
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2.4. CONCLUSIONES PARCIALES

La formacién de complejos de inclusion con CD y sistemas binarios con MEG pudo
demostrarse mediante RMN, IR, DSC/TGA y DRX. Los complejos con CD mostraron un
aumento significativo en la solubilizacién en comparaciéon con los IFA libres. MEG produjo
crecimientos de solubilidad debido a diversos factores. El mayor incremento fue obtenido
con la estrategia de combinar la formacién de sistemas binarios con MEG y el ajuste del pH.
Estos hallazgos presentan aplicaciones relevantes en la preparacion de formulaciones
farmacéuticas orales conteniendo los fArmacos estudiados.

Por otro lado, se observé un efecto de solubilizacién adicional al de M-3-CD e
HP-3-CD en presencia de MEG. Los estudios de RMN demostraron la formaciéon de
complejos ternarios genuinos cuando SMR y MEG son combinados con ambas CD, lo que
también fue evidenciado mediante estudios por IR, DSC, TGA y DRX que indicaron la
ocurrencia de una interaccion diferente en SMR, MEG y M-f3-CD o HP-3-CD, cuando los
sistemas ternarios son preparados mediante la técnica de liofilizacién. Ademas, se observo
una mayor eficacia para favorecer el estado amorfo del farmaco con los sistemas ternarios
liofilizados en comparacion con los complejos binarios. Los sistemas ternarios mostraron
una clara superioridad frente a los complejos binarios en términos de solubilidad.
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Capitulo III: “Microemulsiones”

3.1. INTRODUCION

El principal objetivo de este capitulo fue desarrollar microemulsiones biocompatibles para
la vehiculizacién de farmacos escasamente solubles en agua. En base a los resultados
obtenidos con complejos con CD y MEG y con microemulsiones, resulta de interés examinar
otras estrategias de formulacién a partir de microemulsiones modificadas biocompatibles
mediante la incorporacién de f3-ciclodextrina (£3-CD), metil-8-CD (M-f3-CD),
hidroxipropil-3-CD (HP-3-CD) o MEG en la fase acuosa de los sistemas.

Los sistemas obtenidos fueron caracterizados utilizando la metodologia de
Diagrama Pseudo-ternario de Fases, microscopia de luz polarizada, espectroscopia RMN-1H,
conductividad y determinaciones del tamafio de particula, indice de polidispersidad y
potencial zeta. Se evalu6 la cantidad de farmaco incorporado en los sistemas utilizando SMR
e INM como farmacos modelo escasamente solubles en agua, con el fin de que los datos
obtenidos sean también de utilidad para otros firmacos con propiedades fisicoquimicas
similares.

3.1.1. MICROEMULSIONES (ME)

Las microemulsiones (ME) son dispersiones isotrépicas, dépticamente transparentes,
nano-estructuradas y termodinamicamente estables, compuestas por dos liquidos
inmiscibles, una fase acuosa (W) y una fase oleosa (0), estabilizados mediante una capa
interfacial de surfactantes (S) generalmente asociada a un cosurfactante.1-5 Las ME pueden
presentar diferentes microestructuras, las cuales son expuestas a continuacién de acuerdo a
la clasificacién de Winsor y se encuentran representadas en la Figura 3.1:67

= 0/W: ME aceite en agua o ME en equilibrio con la fase oleosa (O) (Winsor I)

=  W/O0: ME agua en aceite o ME en equilibrio con la fase acuosa (W) (Winsor II)

= ME bicontinuas o de fase media o ME en equilibrio con la fase acuosa (W) y la fase
oleosa (0)(Winsor III)

= ME de fase simple o ME “pura” (Winsor IV)

Estructura bicontinua Estructura bicontinua
rica en agua rica en aceite

SVl P

— = === 2 Fase
) - == N hidrofilica
L & f%%

gﬁ gg l. hidrofobica
» S ® _| ;
w & O i ] e

Cosurfactante

C:. b o — Surfactante
® o D @
Microemulsion O/W Microemulsion W,/0

Figura 3.1. Diferentes microestructuras de microemulsiones de acuerdo a la Clasiticacion de Winsor.
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La formaciéon de microemulsiones agua en aceite (W/0O) o aceite en agua (O/W)
depende de las propiedades de la mezcla de surfactantes, de la proporcién
aceite/surfactante y de la temperatura.8

3.1.2. MICROEMULSIONES DE USO FARMACEUTICO

En las dltimas décadas, fueron publicados un gran nimero de investigaciones acerca de
sistemas microemulsionados para aplicacién farmacéutica.4-69-13 El estudio de
microemulsiones en la vehiculizacién de farmacos se encuentra bien descripto en la
literatura y muestra una influencia favorable sobre la modificaciéon de la biodisponibilidad
de numerosos farmacos. Por ejemplo la modulaciéon de la actividad antimicrobiana de
glicerol monolaurato utilizando ME O/W,5 microemulsiones a base de tween que han sido
desarrolladas para la vehiculizacién de dosis fijas de combinaciones de tres fArmacos de
primera linea para el tratamiento de la tuberculosis,® para aumentar la solubilidad de
farmacos tales azitromicina,!4 cloranfenicol 4 y varios péptidos hidrosolubles de diferentes
estructuras moleculares, tamafio y carga.8 Ademas, estudios recientes sugieren que las
microemulsiones son potenciales moduladores de la absorcién transdérmica de farmacos
hidrofilicos y lipofilicos, tales como naproxeno,!5 testosterona,'6 curcumina? T4,17
ketoprofeno, lidocaina y cafeina.!8

3.1.3. COMPONENTES DE MICROEMULSIONES

Una de las principales ventajas de las microemulsiones es que pueden obtenerse a partir de
componentes biocompatibles para ser utilizadas como vehiculo de ingredientes
farmacolégicamente activos.19-23 La fosfatidilcolina (Figura 2 a) es un surfactante de origen
natural que forma parte de las membranas celulares, por ende, es altamente biocompatible
y es ampliamente utilizado como adyuvante farmacéutico para todas las vias de
administracién incluyendo la via endovenosa.l.2425

La estructura de una microemulsion juega un papel muy importante en la liberacion
de los fArmacos.1319.22.26 L,os 4cidos grasos mono-insaturados, tales como acido oleico, han
recibido atencién debido a su capacidad como promotores de la permeacion.t¢ Un analisis
tipico de aceite de soja puro indica que los principales acidos grasos que lo componen son
acido palmitico (9-13%), acido estearico (3-6%), acido linoleico (50-57%), acido oléico
(17-26%) y acido linolénico (5-10%) (Figura 3.2. b-e).

Los surfactantes son moléculas que contienen una cabeza formada por un grupo
polar y una cola apolar, que presentan un fuerte dipolo quimico, activas en superficie y con
capacidad de autoagregaciéon en micro/nanoestructuras. Estos compuestos pueden ser
ionicos (catidnicos o anidnicos), no idénicos o zwiteridnicos. Las moléculas de surfactantes se
auto-asocian tanto mediantes fuerzas inter- e intramoleculares como también debido a
factores entroépicos. El balance hidrofilico-lipofilico (HLB) del sistema de surfactantes debe
ser considerado para racionalizar el comportamiento del mismo. En general, sistemas
surfactantes con valores de HLB de 3-6 favoreceran la formacion de microemulsiones agua
en aceite (W/0), mientras que sistemas con valores de HLB de 8-18 se prefieren para
formar microemulsiones aceite en agua (0/W).2” El interés en el uso de surfactante no
idnicos asociados a cosurfactantes, en la composicion de microemulsiones, es comtn debido
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a su alta estabilidad, baja toxicidad y a la biodegradabilidad de estos compuestos.3616 E]
aceite de castor hidrogenado polioxietilenglicerol (PEG)-40 (Figura 3.2 f) es un surfactante
no-iénico para uso farmacéutico282? que puede proveer las condiciones necesarias para
estabilizar microemulsiones O/W cuando es utilizado en mezclas de surfactantes.?3031

T . * ;
H; 2 SE I
M * ""CH,

3 4 10 10 6 10

Figura 3.2. Estructuras quimicas de surfactantes y de dcidos grasos componentes de
microemulsiones: a) tostatidilcolina de soja (FCS); b) dcido palmitico (O) o dcido estedrico (O)
cuando : n=12 o n=14, respectivamente; ¢) dcido linoleico(O); 1) Eumulgin® (S);

*: seriales débiles indistinguibles mediante RVIN~'H.

3.1.4. MICROEMULSIONES MODIFICADAS MEDIANTE LA ADICION DE
LIGANDOS

Las microemulsiones requieren concentraciones altas de surfactantes para poder
proveerles muy baja tension interfacial. Sin embargo, niveles muy altos de estos pueden
resultar inaceptables debido a bioincompatibilidad, desempefio o razones econémicas.3 Las
ciclodextrinas (CD) son ampliamente utilizadas para la formacién de complejos con
farmacos debido a su habilidad de unirse a moléculas organicas en solucién acuosa y en
estado so6lido mediante enlaces no covalente,3233 lo que es exitosamente aplicado para
mejorar las propiedades farmacéuticas de fadrmacos.3435 Los IFA que forman complejos de
inclusién con CD normalmente exhiben una mayor solubilidad acuosa 35-38 y una mayor
estabilidad quimica que la especie libre.39-43 Por otro lado, la N-acetil glutamina, también
conocida como meglumina (MEG), ha demostrado ser un contraién adecuado para la
formacién de sales con farmacos acidos débiles, lo que constituye una estrategia para
aumentar la solubilidad de los mismos,** modular la tasa de liberacion,*>-47 y
estabilizacion.4’ En el capitulo II fueron expuestos los resultados de los complejos de
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inclusion de SMR e INM con 3-CD, M-3-CD, HP-3-CD y MEG a partir de los cuales se
obtuvieron incrementos significativos de la solubilidad acuosa de ambos farmacos.

La interaccion de IFA con microemulsiones en combinacién con CD o MEG, puede mejorar
notablemente las propiedades no deseadas de ingredientes farmacolégicamente activos,
pudiendo incrementar los beneficios individuales de los sistemas por separado. Ademas, la
adicién de ligandos, como cosurfactantes en microemulsiones, puede modificar la
estabilidad y estructura de los sistemas permitiendo reducir la cantidad utilizada de
surfactantes. En base a los resultados obtenidos con complejos con CD y MEG, asi como con
microemulsiones, resulta de interés examinar varias estrategias de formulacién a partir de
microemulsiones modificadas biocompatibles, mediante la incorporacién de f3-ciclodextrina
(13-CD), metil-3-CD (M-13-CD), hidroxipropil--CD (HP-3-CD) o MEG en la fase acuosa de los
sistemas, y los resultados se presentan en la Seccion 3.3.2.

3.1.5. METODOLOGIA DE CARACTERIZACION DE MICROEMULSIONES
3.1.5.1. DIAGRAMA PSEUDO-TERNARIOS DE FASES

Los Diagramas Pseudo-ternarios de Fases (DPF) son tridngulos equildteros que
describen el comportamiento de fase de un sistema seglin su composicién y proporcionan la
visualizacién de las diferentes fases formadas con un sistema W/S/0.1555 Los vértices
representan los componentes puros, cada lado del triangulo representa las mezclas
binarias de dos componentes y el interior representa mezclas de los tres componentes del
sistema.’> A modo de ejemplo, el punto a de la Figura 3.3 representa una formulacién
compuesta por un 50% de W, un 20% de O y un 30% de S. A partir de los DPF pueden
describirse las condiciones experimentales ideales en las cuales los componentes deben ser
combinados para la formacién de microemulsiones termodindmicamente estables.915 El
procedimiento mas empleado para la construccion del DPF es la preparacién de una serie de
mezclas binarias y la posterior titulacién con el tercer componente, evaluando la mezcla
tras cada adicién, pudiendo necesitar calentamiento o sonicacién.>s La evaluacién de las
formulaciones puede realizarse tanto visualmente como aplicando técnicas apropiadas de
caracterizacion, como microscopia de luz polarizada, conductividad y dispersién de luz
dindmica.
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Figura 3.3. Diagrama Pseudo-ternario de Fases. EFl punto a representa una formulacion
compuesta por un 50% de W, un 30% de O y un 20% de .

3.1.5.2. MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

Como fue mencionado anteriormente, las ME son sistemas coloidales isotrépicos y gracias a
ellos pueden ser diferenciados de los cristales liquidos debido a que los mismo tienen un
comportamiento anisotrépico y muestran comportamiento birrefringente bajo el
microscopio de luz polarizada. Para observar el efecto de isotropia birrefringente, se
requiere luz polarizada, la cual consiste en ondas de luz que sé6lo se propagan en una
direccion, y puede generarse mediante el uso de filtros polarizantes o polarizadores. Por
encima del objetivo un segundo filtro es posicionado, llamado analizador, el cual es
usualmente posicionado a 900 del otro filtro. Luz blanca de una fuente ordinaria de luz es
irradiada en direccion al polarizador a través del cual podra pasar Unicamente la luz
propagada en una determinada direccion, lo que conduce a la produccién de luz polarizada
en el plano. La misma, subsecuentemente viaja a través de la muestra y es desdoblada un
haz de luz ordinario y uno extraordinario si la muestra es anisotrépica y muestra
birrefringencia (tal como cristales liquidos de fases lamelares, hexagonales o hexagonales
reversos). Por otro lado, si la muestra es isotrépica, tal como microemulsiones, la luz
atravesara la muestra sin disturbios. Por este motivo, la microscopia de luz polarizada
permite un estudio mas en detalle de las fases observadas en un diagrama pseudoternario
de fases.56

3.1.5.3. CONDUCTIVIDAD (o)

El principio para el estudio del comportamiento de fase de una ME, mediante la
conductividad, recae en la propiedad conductora de la corriente eléctrica del
agua.*8 Recientemente, numerosos estudios han sido realizados acerca de la correlaciéon
existente entre la estructura de las ME con su comportamiento electro-conductor,61649-51
permitiendo la determinaciéon del fendmeno de percolacion, en el cual la conductividad
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permanece alta hasta cierta fracciéon de volumen critico de agua (®c), donde ocurre un
cambio dramatico en la conductividad debido a una inversién de fase:

%W< ®c — Existencia de goticulas W/O, aisladas, inmersas en la fase continua
oleosa no conductora, las cuales contribuyen muy poco a la conductividad (Regién W/O,
Figura 3.4)

%W > ®c — Existencia de goticulas en contacto, formando dominios cuya formacion
incrementa rapidamente al alcanzar percolacién, observandose grandes cambios en la
conductividad. (Region O/W, Figura 3.4)

Si ocurre un cambio drastico en la conductividad a una determinada fraccién de
volumen de agua, se sugiere una inversiéon de fase de micelas invertidas W/0 a micelas
directas O/W. Esta transiciéon es explicada mediante la formacién de estructuras
bicontinuas las cuales poseen tension interfacial muy baja. Este tipo de ME presentan
conductividades relativamente mayores que las W/0.1348

601 w/o bicontinuo

Conductividad (pS/cm)

-

50 T T T T
al 70 80 90
Porcentaje de agua (%)

Fgura 5.4. Curva de Conductividad en funcion del porcentaje de agua (%), en el que puede
observarse el fenomeno de percolacion en ME.

Finalmente, con el incremento en la proporcion del agua en el sistema, la presencia
de goticulas de agua en aceite produce una disminucién en la conductancia, estableciendo
los limites de la existencia de cada tipo de estructura en el sistema. De hecho, siendo el valor
de conductividad del agua destilada inferior a 11 pS/cm,52 la considerable reduccion final de
la conductividad es principalmente debida a la dilucién por el medio acuoso de las
microgoticulas oleosas.

3.1.5.4. DIAMETRO DE PARTICULAS

En el campo de la industria farmacéutica, el diametro de las goticulas de la fase interna de
microemulsiones que contienen ingredientes activos influye en parametros o
caracteristicas criticas, incluyendo la uniformidad de contenido, disolucién y tasa de
absorcion.53 Diametros de particulas pequefios y valores altos de carga de superficie
(potencial zeta) incrementaran la estabilidad de microemulsiones.54-56 Un alto contenido en
goticulas submicréonicas conduce a considerables aumentos en el area de superficie
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produciendo mejoras en la absorcién.5’-59 La caracterizacion de la influencia de cada
componente, en el diametro de las goticulas oleosas de una microemulsion, es de suma
importancia ya que las dimensiones de la fase interna tienen un impacto directo sobre la
biodisponibilidad del farmaco incorporado.l226 La metodologia de dispersiéon de Luz
Dindmica (Dinamic Light Scattering, DLS) ha sido descripta como una técnica apropiada
para la determinacion del didmetro de particulas de microemulsiones.2é Mediante la misma
es posible determinar el didmetro hidrodindmico de particulas suspendidas en un liquido.
Una preparaciéon coloidal se encuentra en estado de movimiento aleatorio debido al
movimiento Browniano. La velocidad de una dada goticula es inversamente proporcional a
su tamafio, por lo cual goticulas menores se moveran mas rapido que los de mayor tamafio.
Cuando la fase dispersa de una microemulsién es iluminada por un laser, el movimiento, y
por ende el tamafio de las estructuras, puede ser medido mediante el analisis de la tasa a la
cual la intensidad de la luz fluctia como resultado de la dispersion de luz.6® La velocidad del
movimiento Browniano se encuentra definido por una propiedad conocida como el
coeficiente de difusién translacional (D) a partir del cual puede calcularse el tamafio de una
particula mediante la utilizacidn de la ecuacion de Stokes-Einstein:

kT

dH) =300

donde d(H) es el didmetro hidrodinamico; D es el coeficiente de difusion translacional; k es
la contante del Boltzmann; T es la temperatura absoluta y 1 es la viscosidad.??
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. MATERIALES

Sulfamerazina e Indometacina fueron obtenidos de Parafarm®, Argentina. 3-CD
(Mw = 1135), M-3-CD (Mw = 1190), HP-f3-CD (Mw = 1325) y MEG fueron proporcionados por
Sigma Aldrich®, USA; Para la preparacion de las ME se utilizaron Fosfatidilcolina de soja
(FCS), (Degussa Texturants, Alemania); Polioxietilenglicerol trihidroxiestearato (PEG)-40
(Eumulgin® HRE 40) (EU) (nimero CAS 61788-85-0, proporcionado por Pharma Special,
Sao Paulo, Brazil) y Oleato de Sodio (OS) como sistema de surfactantes (S). El oleato de
sodio fue obtenido mediante la reacciéon estequiométrica de acido oléico con NaOH 1 M
durante 30 minutos. El precipitado formado fue filtrado y lavado con 3 porciones de 100 mL
de acetona. La fase oleosa (0) fue constituida por Aceite de Soja (AS) (Liza®), mientras que
la fase acuosa (W) fue conformada por Agua o Solucién Reguladora de pH de Fosfatos
(SRF). El agua purificada fue obtenida por un sistema de purificacion Millipore Milli-Q.
Todos los demas materiales y solventes utilizados fueron de grado analitico o superior.

3.2.2. DISENO EXPERIMENTAL

3.2.2.1. DIAGRAMA PSEUDO-TERNARIO DE FASES (DPF).

Los diagramas pseudo-ternarios de fases fueron realizados a partir de estudios en nuestro
laboratorio acerca de los valores de Balance Hidrofilico-Lipofilico (HBL) para el mismo
sistema de surfactantes.? Se seleccion6 un sistema de surfactantes conteniendo FCS/EU/0S
(35:35:30) (S) correspondiente a un HBL=12. Se prepararon mezclas semisdlidas en
proporciones 1:9 a 9:1 de fase oleosa/sistema de surfactantes (0/S) (1,0 g), las cuales
fueron tituladas con la fase acuosa bajo agitaciéon ultrasénica utilizando un equipo
Ultrasonic Liquid Processor, Heat System XL 2020. La totalidad del experimento fue llevado
a cabo a temperatura ambiente.

Se registro la transicion de mezclas semisolidas a dispersiones opacas (emulsiones),
de emulsiones (EM) a microemulsiones (ME) translicidas o sistemas con separaciéon de
fases (SF), las cuales fueron reproducibles con una precisiéon de 0,1 mL. Para las ME
conteniendo los farmacos, se adicionaron 0,021 g de SMR 0 0,0071 g de INM a la mezcla 0:S
previo a la titulacién con la fase acuosa y posteriormente, se procedié del mismo modo que
con las ME sin farmaco.

Ademas, se construyeron los DPF de ME conteniendo 1,8% {3-CD, 12% M-f3-CD,
2,4% HP-13-CD o 5% MEG como fase acuosa, de acuerdo a datos experimentales previos
acerca de la maxima solubilidad acuosa de cada ligando.
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3.2.2.2. MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA (MLP).

ME seleccionadas a partir del DPF con una cantidad fija del 5% (Tabla 3.1) de O fueron
analizadas en ausencia y en presencia de los farmacos mediante Microscopia de Luz
Polarizada (Jenamed 2, Carl Zeiss - Jena), con la finalidad de diferenciar microemulsiones
(comportamiento no birefringente) de estructuras liquido cristalinas (comportamiento
birefringente). Las imagenes microscopicas fueron capturas con una camara digital (Nikon
CoolPix 990, Japan) accesoria al microscopio.

Tabla 3.1. Composicion de las muestras analizadas mediante microscopia de Iuz polarizada.

Muestra 0% S$% W%
A 5 8 87
B 5 15 80
C 5 24 71
D 5 71 65
E 5 65 50

3.2.2.4. CONDUCTIVIDAD (o)

Con el fin de evaluar la validez de la teoria de percolacién en los sistemas estudiados, se
realiz6 un seguimiento de la conductividad de las ME variando diferentes componentes,
como la cantidad de agua, la relacién O/S, la incorporacién de farmacos o ligandos. Las ME
conteniendo ligandos fueron evaluadas a tres niveles de concentracién de estos (0,005;
0,010 y 0,015 M) incorporados en la fase acuosa. Se utilizé6 un conductimetro Digimed®
DM-32 con una constante de celda de 1 cm-1, previamente calibrado con una solucién
estandar 1 M de KCl correspondiente a un valor de 1413 pS/cm. Las mediciones se
realizaron por duplicado a 25 + 1 9C. La composicidn de las ME seleccionadas para todos los
estudios se presenta en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Composiciones porcentuales (p/p) de microemulsiones seleccionadas a partir de DPF.

Composicion ME1 ME2 ME3 ME4 ME5
FC 8,5 7,0 5,0 4,0 2,5
EU 8,5 7,0 5,0 4,0 2,5
0s 1,5 3,0 5,0 6,0 7,5
0 1,5 3,0 5,0 6,0 7,5
w 80 80 80 80 80
0/s 0,0796 0,1765 0,3333 0,4286 0,6000
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3.2.2.5. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE PARTICION (P)

Con el objetivo de simular la particién de los fairmacos en las ME, se llevaron a cabo estudios
de particion entre las fases acuosas utilizadas y aceite de soja. Los coeficientes de particion
fueron calculados de acuerdo a la concentracién remanente de SMR o INM en la fases luego
de la separacion de sistemas fase acuosa/fase oleosa 1:1.

Para ello, 3 mL de agua, SRF 7,4 o SRF 8,0 y aceite de soja fueron adicionados a 5 o
10 mg de SMR o INM, respectivamente. Las mezclas fueron mantenidas a 25 6 37 £ 1 °C con
agitacién constante a 200 rpm durante 72 h utilizando un equipo Shaker Ferca®,
Argentina, y fueron posteriomente centrifugadas durante 30 min a 3000 rpm para la
separacion de fases con una centrifuga Rolco®, Argentina. La concentracion de los sustratos
fue determinada a partir de la absorbancia de las muestras utilizando un Espectrofotémetro
UV-vis Agilent Tecnologies® Cary 60.

Los coeficientes de particién (P) fueron calculados utilizando la siguiente ecuacién:

P=Cro/Cra

donde C ro y C ra fueron las concentraciones de farmaco en la fase oleosa y acuosa,
respectivamente.

3.2.2.6. ESTUDIOS DE INCORPORACION DE FARMACOS EN
MICROEMULSIONES

Con el proposito de evaluar la influencia de la composicion de los sistemas en la cantidad
incorporada de SMR o INM, se seleccionaron muestras conteniendo diferentes relaciones
0/S a partir de la region de ME del DPF, con una concentracién de agua fija de 80% p/p,
para la obtenciéon de ME O/W biocompatibles (Tabla 3.2). Las mismas fueron preparadas
mediante la adicion lenta de la fase O a la mezcla semisdlida FCS/EU/OS. Luego, el
correspondiente volumen de W fue incorporado con agitaciéon constante para permitir la
disolucién de los surfactantes. La dispersion fue posteriormente sonicada utilizando un
ultrasonicador Ultrasonic Liquid Processor, Heat System XL 2020 durante un periodo de 10
minutos, con pulsos de 59 segundos, cada 20 segundos. Se disolvieron cantidades en exceso
de SMR o INM directamente dentro de la ME liquida y la dispersiéon fue sonicada
nuevamente por un periodo de 15 min. Las suspensiones fueron filtradas a través de
membranas de 0,45 pm de poro y, posteriormente, apropiadamente diluidas en etanol y
analizadas a 230 o 270 nm para SMR o INM, utilizando un Espectrofotémetro Hewlett
Packard® 89090A UV-visible con cufds de 1 cm de paso 6ptico. Las cantidades solubilizadas
fueron graficadas en funcion de la relacién O/S.

Para la evaluacion de la adicion de ligandos en la ME sobre la cantidad incorporada
de los farmacos, las formulaciones fueron preparadas utilizando diferentes contenidos de la
fase acuosa: en ausencia de ligandos, 1,8% 3-CD, 12% M-13-CD, 2,5% HP-13-CD o 5% MEG en
agua o en SRF pH 8. Ademas, con el fin de elucidar la afinidad de los farmacos por los
ligandos en los sistemas, las constantes aparentes de formacién de los complejos
farmaco:CD (K¢) fueron determinadas en funcién de la concentracion de ligando adicionada
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([CD]). Debido a que los diagramas de solubilidad de fases de estos complejos fueron de tipo
Ay (ver Capitulo II) lo que permitié asumir la formacién de complejos de estequiometria 1:1,
las Kcg fueron calculadas utilizando las pendientes obtenidas a partir del analisis de
regresion lineal de las curvas de incorporacion utilizando la siguiente ecuacion:

pendiente

K. =
¢ S, (1—pendiente)

donde Sy es la solubilidad del farmaco puro.

Para la ME en ausencia de ligando, la K¢ fue también calculada, ya que provee
informacién acerca de la afinidad del fAirmaco por la goticula surfactante/fase oleosa
dispersa en la fase acuosa, ya que son capaces de incorporar a los firmacos en la fase
interna oleosa o en la interfase, y a la vez que las CD contribuyen a reducir la constante
dieléctrica del medio, incrementando la disolucién de fArmacos lipofilicos.

3.2.2.7. DETERMINACION DEL MODO DE INTERACCION
FARMACO-COMPONENTES.

Las sefiales de los espectros de RMN-1H de la ME fueron asignadas en base a los espectros
de los componentes puros. A partir de las diferencias en los corrimientos quimicos de las
sefales de la ME, en presencia o en ausencia de farmacos, se evalu6 el modo de interaccién
entre ellos. Los estudios de RMN-'H fueron realizados a 298 K en un Espectrometro
Bruker® Advance Il de Alta resolucién utilizando tubos de 5 mm de didmetro. Los espectros
de las ME, en presencia y en ausencia de firmacos fueron obtenidos tras la incorporacién de
0,1 mL de D0 a 0,5 mL de ME (5/15/80) 0:S:W en presencia y en ausencia de los farmacos.
Las ME conteniendo ligandos fueron preparadas mediante la utilizaciéon de diferentes
composiciones de las fases acuosas (agua, 1,8% 3-CD; 12% M-3-CD; 2,5% HP-3-CD o 5%
MEG en agua). Los espectros de los componentes puros fueron obtenidos mediante la
dilucién de cantidades apropiadas en D0 para FCS, EU y OS o en DCCI; para el aceite de
soja. Todos los estudios fueron realizados a 400,16 MHz y los datos fueron procesados
utilizando el software Bruker® TOPSPIN 2.0. La senal residual del solvente (4,80 ppm) fue
utilizada como referencia interna. Los cambios inducidos en los corrimientos quimicos (A§)
para los fairmacos y los componentes de la ME, originados debido a la interacciéon, fueron
calculados de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

A8 = 8 ME con Farmaco — O ME vacia

A8 =8 fsrmaco en ME — O farmaco

Por otro lado, para las ME conteniendo ligandos los cambios inducidos debido a las
interacciones entre los componentes de ME, los fAirmacos y los ligandos fueron analizados

de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

AS tsrmaco= 6 F(ML) - Oc
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AS tsrmaco = Ormr) - S rovy

donde 6 rmr), 8¢, 8 remy Son los corrimientos quimicos de los protones de los farmacos en los
sistemas ME+ligando+farmaco [F(ML)], los correspondientes complejos con 3-CD, M-23-CD,
HP-13-CD o MEG (C) y de los fArmacos en ME libres de ligandos [F(M)], respectivamente.

ASmE=0mMu)-Om
AS ME = ) M(LF) - 6 M(L)

donde & mqu), &m ¥ 8 mur son los corrimientos quimicos de los protones de ME en los
sistemas ME+ligando [M(L)], en las ME libres de ligando (M) en los sistemas
ME+ligando+farmaco [M(LF)], respectivamente.

3.2.2.8. DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULAS, INDICE DE
POLIDISPERSIDAD Y POTENCIAL ZETA.

El tamafio de particulas, el indice de polidispersidad y el potencial zeta de las ME estudiadas
fueron determinados a 25 9C utilizando un equipo Beackman Coulter® Delsa™ Nano C
Particle Analyser. La funcidn de autocorrelacion de la intensidad fue medida a un angulo de
165° asumiendo un valor de viscosidad de 0,8878 Pa y un indice de refraccién de 1,3328.
Las muestras fueron apropiadamente diluidas con agua MilliQ previo a su andlisis. Se
evaluaron el aumento de la relacién O/S en ausencia y en presencia de los fairmacos, como
también la incorporacidén de ligandos.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. MICROEMULSIONES

3.3.1.1. DIAGRAMA PSEUDO-TERNARIO DE FASES (DPF).

El diagrama pseudo-ternario de fases (DPF) describe las condiciones experimentales ideales
en las cuales los componentes deben ser combinados para obtener preparaciones
transparentes.? El DPF obtenido a partir de los sistemas pseudo-ternarios conteniendo
aceite de soja (0), FCS/EU/OS (S) y agua como fase acuosa (W) se presenta en la Figura 3.5.
Es posible observar un amplio rango de combinaciones para la obtenciéon de
microemulsiones (ME) O/W en las cuales grandes volimenes de W y O pueden ser
adicionadas manteniendo la estabilidad termodindmica del sistema. En el DPF de los
sistemas en ausencia de firmaco se observa claramente la transiciéon de separacién de fases
a emulsiones opacas (EM), y de EM a ME translacidas (Figura 3.5 a). Dependiendo del
contenido de O, se requiere alrededor de un 22% de W para la obtencién de EM. Las ME
trasparentes prevalecieron en una regién en el 72% de W, alrededor de un 14 % de O.

a) b) c)

Figura 3.5. Diagrama Pscudoternario de Fases de: a) ME en ausencia de farmacos;

b) ME conteniendo SMR; y ¢) ME conteniendo INM.

® A-E: formulaciones seleccionadas para Ios estudios de microscopia de luz polarizada
(Tabla 3.1).

O. MEs seleccionadas para los estudios de incorporacion (1abla 5.2)

ME: microemulsion; EM: emulsion; G: gel; SF: separacion de fases.

Para los sistemas conteniendo SMR o INM (Figura 3.5 b y c, respectivamente) se observo
una regiéon similar donde prevalecen las ME O/W y también se presentd una area de
sistemas translucidos de mayor viscosidad designados como Geles (G). Ademas, se observo
que la region de obtencion de ME translicidas se encontré amplificada en comparacién con
la de las ME en ausencia de farmacos, ya que se obtuvieron sistemas de hasta un 19% de O
sugiriendo que los farmacos actiian como estabilizadores para la ME. También, se detectd
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que dependiendo en el contenido de O y S se requiere al menos de un 25% de agua para la
obtencion de G o EM.

3.3.1.2. MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA (MLP).

Con el objetivo de evaluar el comportamiento de refringencia de los sistemas, se
seleccionaron muestras con una concentracion fija del 5% de O (Tabla 3.1 y Figura 3.5, A-E)
las cuales fueron analizadas mediantes microscopia de luz polarizada y las microfotografias
se presentan en la Figura 3.6 para sistemas en ausencia de fairmaco o conteniendo SMR o
INM, respectivamente. Todas las formulaciones mostraron comportamiento no
birrefringente, ya que se observaron campos oscuros en las microfotografias. El andlisis de
los resultados muestra que las caracteristicas de transparencia no se encontraron alteradas
en los sistemas en ausencia de fAirmacos, y que en los sistemas conteniendo SMR sélo en la
mas alta proporcion de tensioactivo (formulacién a-E y b-E) es posible sugerir que hubo
modificaciones en las caracteristicas estructurales de los sistemas, induciendo sistemas mas
organizados. Para los sistemas conteniendo INM las caracteristicas de transparencia fueron
independientes de la proporcion de tensioactivo, siendo posible afirmar que la estructura
organizacional de los sistemas permanecié inalterada. Los resultados confirmaron que las
formulaciones A y B fueron sistemas organizados como nanogoticulas de fase oleosa
dispersas en la fase continua acuosa (ME) y las formulaciones C, D y E fueron EM o G para
los sistemas en ausencia o en presencia de firmacos, respectivamente.

A B C D E
E]]-----

Figura 3.6. Imdgenes obtenidas mediante Microscopia de Luz Polarizada de muestras
seleccionadas a partir del Diagrama Pseudo-ternario de Fases (A-E) para: a) ME en ausencia de
tdrmacos; b) ME contfeniendo SMR; c) ME conteniendo INM.
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3.3.1.3. CONDUCTIVIDAD (o)

La conductividad eléctrica (o) fue determinada en funcién de la composicién de las
microemulsiones, debido a que fue previamente demostrado que existe una fuerte
correlacién entre ambas.61649.50 Se analizaron formulaciones con diferentes relaciones O/S y
a lo largo de la linea C-A en la Figura 3.5, la cual representa un amplio rango de
microemulsiones estables conteniendo cantidades crecientes de agua. En la Figura 3.7
puede observarse que la curva de o en funcién del contenido de agua exhibe un perfil
caracteristico de conductividad percolativa, donde la conductividad disminuye tanto con el
incremento del porcentaje de agua (Figura 3.7 a) como de la proporciéon de O (Figura 3.7 b),
sugiriendo que el contenido de agua utilizado en las formulaciones se encuentra por encima
de la fraccién critica, es decir, es adecuada para la obtencién de estructura de ME O/W.
Ademas, se evaluo el efecto de la presencia de los farmacos en la conductividad (Figura 3.7
c), donde no se apreciaron cambios significativos en la conductividad, sugiriendo que la
microestructura interna continua en el régimen de ME atdn en presencia de los IFA.

3.3.1.4. DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE PARTICION (P)

La particién de los farmacos entre la fase oleosa (aceite de soja) y las diferentes fases
acuosas utilizadas (agua, SRF 7,4 y SRF 8) fueron estimadas a 25y 37 °C y se presentan en la
Tabla 3.3.

Ambos farmacos presentaron valores de P menores al incrementarse el pH,
indicando una menor afinidad por la fase oleosa, lo que se relaciona con el incremento en el
porcentaje de las especies ionizadas de los IFA de acuerdo a los valores calculados
utilizando la ecuacién de Henderson-Hasselbalch (Tabla 3.4).

El Cojw fue mayor a 25 °C, debido a la mayor solubilidad de los farmacos en la fase
acuosa a 37 °C, indicando una mayor afinidad por la fase hidrofilica al incrementar la
temperatura. En base a la particién y a los datos de solubilidad, puede inferirse que INM
presenta una mayor afinidad por la fase lipofilica que SMR.

Tabla 3.3. Coeticientes de particion enfre diterentes fases acuosas y aceite de soja realizados
a25y379C.

Fase acuosa

Temperatura | FArmaco agua SRF 7,4 SRF 8,0
250C SMR 8 + 1 2,5 + 0,3 0,26 =+ 0,09
INM 809 + 152 7,5 + 0,3 30 =+ 03
379C SMR 3,7 * 0,2 2,7 + 08 0,14 + 0,03
INM 398 94 2,8 + 03 0,26 =+ 0,08
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Figura 3.7. Variacion de la conductividad eléctrica (o) en funcion de: a) el contenido de agua
(%) (a lo largo de Ia linea A-C del DPF, Figura 3.5); b) la relacion O/S; ¢) el contenido de
tdrmaco (%); para MFE en ausencia de fAirmaco (e), conteniendo SMR #) o INM @).
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Tabla 3.4. Porcentajes de los fArmacos ionizados y no ionizados a diferentes valores de pH
calculados a partir o la ecuacion de Henderson-Hasselbalch (ver equilibrios de ionizacion de
SMR ¢ INM en Figuras 1.2 y 1.4, respecivamente).

SMR INM
Faseacuosa | PH pKa;=2,6 pKa;=6,9 pKa=4,5
[B] [BH+] [ [AH] [A-] [AH] [A-]
agua 55 | 9478 522 | 8022 1978 | 2689 7311

7,4 99,18 0,82 37,75 62,25 5,22 94,78
SRF

8,0 99,55 0,45 24,97 75,03 2,93 97,07

3.3.1.5. ESTUDIOS DE |INCORPORACION DE FARMACOS EN
MICROEMULSIONES

Con el objetivo de evaluar el efecto de la relacién O/S en la solubilizacién de los farmacos en
las ME, se realizaron estudios de incorporacién utilizando agua o SRF pH 8 como fase
acuosa y los resultados se presentan en la Figura 3.8.

a) b)
24 70
22
—
= 20] = 607
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- 18 =
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b:'ﬁ 157 S, S0
L b-':l
e’ ] 1 E
p—
S’ 401
s z
107
7] Z 30
I 21 —
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4
2
T T T T T T 10 T T T T T T
0.0 01 0.2 0,3 0.4 0,5 0.6 0.0 0,1 0,2 0,3 04 0.5 0.6
0/S 0/S

Fgura 3.8. Curva de incorporacion de: a) SMR e b) INM en microemulsiones O/W
confeniendo agua @) o SRF pH 8 (®) en Ia fase acuosa.

El experimento también fue llevado a cabo utilizando SRF pH 2 como fase acuosa,
con la cual no fue posible obtener ME debido a que el grupo carboxilato de SO se encuentra
en su estado neutro a este pH (pK. = 6,2 - 7,3 61), encontrandose su polaridad disminuida y
la actividad tensioactiva del mismo reducida sustancialmente. En las curvas de
incorporacion de SMR e INM en ME con W=agua, con un volumen constante de 80%, pudo
observarse un aumento lineal de la solubilidad de la droga en funcién de la relaciéon O/S. Las
concentraciones maximas disueltas fueron de 22,0 y 62,3 mg/mL para SMR e INM,
respectivamente. Por otro lado, las concentraciones maximas incorporadas de los farmacos
fueron de 16,63 y 59,91 mg/mL para SMR e INM, respectivamente, cuando se utilizé SRF pH
8 como fase acuosa. Ademas, los incrementos de solubilidad obtenidos fueron mayores
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cuando se utiliz6 agua como fase acuosa (Tabla 3.5), lo que podria deberse a que ambos
ingredientes activos se encuentran ionizados a pH 8, dificultando la particiéon de los
farmacos hacia los dominios oleosos, sugiriendo que la solubilizacién de los farmacos
dentro de las ME ocurre principalmente debido a un efecto hidrofébico.

Tabla 3.5. Solubilidades intrinsecas de los tirmacos (So), Solubilidades maximas (Smi) ¢
incrementos aparentes de solubilidad (Su.x/So) utilizando ME.

Fase acuosa (W) S, (mg/mL) Smax (mg/mL) Smax/So
Agua 0,2213 21,9879 99,38
SMR
SRF pH 8 1,6576 16,6277 10,0312
INM Agua 0,01824 62,3168 3416,4912
SRF pH 8 1,4276 59,91334 41,9679

3.3.1.6.  DETERMINACION DEL MODO DE  INTERACCION
FARMACO-COMPONENTES.

Con la finalidad de determinar la posible localizacion de los farmacos dentro de la
dispersion coloidal, se realizaron estudio de RMN-1H con la MEs. Las senales de la ME fueron
asignadas en base a los corrimientos quimicos de los componentes puros. Las asignaciones
y los corrimientos quimicos de los protones de ME en ausencia y en presencia de los
farmacos, y de los protones de SMR e INM se presentan en las Tablas 3.6 y 3.7,
respectivamente.

Tabla 3.6. Corrimientos quimicos de ME en ausencia y en presencia de tirmacos.

8 ME vacia 8 ME con SMR 8ME con SMR = 8ME vacia 8 ME con INM 8ME con INM ~ 8ME vacia

H: 0,9178 1,0297 0,1119 0,8923 -0,0255
H> 1,3186 1,4416 0,123 1,282 -0,0366
Hs 1,5965 1,7139 0,1174 ] X

H, 2,0684 2,179 0,1106 2,0307 -0,0377
Hs 2,2558 2,3716 0,1158 2,2256 -0,0302
He 2,7988 2,9097 0,1109 2,7589 -0,0399
H- 3,2836 3,3947 0,1111 3,1897 -0,0939
Hs 3,736 3,8531 0,1171 3,7025 -0,0335
Ho 5,3455 54674 0,1219 5,3932 0,0477

@: sefiales indistinguibles debido a la superposicion de sefiales;; x: corresponde a sefial indistinguible.
(Ver estructuras quimicas de los componentes en Figura 3.2).

Se observaron desplazamientos hacia campos bajos, tanto para la sefial
correspondiente al grupo sulfonamida de SMR, como para las de los protones de las cadenas
carbonadas correspondientes a los acidos grasos. Estas observaciones indicarfan la
presencia de interacciones no covalentes (tipo Van Der Waals y/o hidrofébicas), sugiriendo
la ubicacion de la SMR dentro de la fase oleosa de la ME. A su vez, el incremento de la
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cantidad incorporada de farmaco en funcién de la relacion O/S se condice con lo expuesto
anteriormente. En el sistema INM:ME, los corrimientos hacia campos altos de protones
aromaticos de INM podrian deberse a la proximidad del grupo amino de FCS, ya que los
protones de éste se desplazan hacia campos bajos; asi como también a las cadenas apolares,
presentes en algunos de los componentes de la ME, que presentaron desplazamientos de
menor magnitud. También los protones vinilicos de acidos grasos se encuentran mas
desplazados hacia campos bajos, lo que podria sugerir la interaccién de estos con INM.
Probablemente INM estaria interaccionando con FCS mediante interacciones de tipo
electrostaticas, asi como con las cadenas hidrocarbonadas de los 4cidos grasos mediante
interacciones de tipo hidrofébicas. Considerando el incremento de la incorporaciéon de INM
en funcién de la relacién 0/S, podriamos decir que este fairmaco se ubica principalmente en
la fase oleosa de la ME.

Tabla 3.7. Corrimientos quimicos de SMR e INM en D20 y en ME

SMR INM
H H
A B |C|)
S—MNH
HoN ] FH3CO
O / N\
H H
EHEC HD
Hp
Cl
OsMr O sMrRenME 8 sMR - 8 sMRenME 8 mnm 8 INM en ME 8 nm - 8 INM en ME
Ha 8,1764 0] X 7,7464 7,7499 0,0035
Hg 7,7369 7,918 0,1811 7,6335 7,4916 -0,1419
Hc 6,867 6,9364 0,0694 7,1147 7,141 0,0263
Hp 6,8091 6,5874 -0,2217 7,1006 6,7812 -0,3194
Hg 2,3921 [0} X 6,7834 6,569 -0,2144
Hy / / 3,902 @ X
He / / 3,61 o X
Ha / / 2,2563 % X

@: seriales indistinguibles debido a la superposicion de sefiales; /: no corresponde asignacion de seiial;
X: corresponde a sefial indistinguible.
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3.3.1.7. DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULAS (DLS) Y POTENCIAL
ZETA

El tamafio de particulas y el potencial zeta de los sistemas fue determinado, obteniendo
valores en el rango de 101-177 nm y (-66)-(-52) mV, respectivamente, para ME vacias y un
Unico pico en la grafica de distribucion. El potencial zeta negativo de las ME vacias puede
deberse a la presencia de OS en su forma ionizada en la interface aceite/agua
(pKa= 6,2-7,3 61). En presencia de SMR e INM se registraron valores menores de tamafio de
particulas, probablemente debido a la deposicidn de algunas moléculas de los farmacos en
la interfase afectando la movilidad de los surfactantes, reduciendo de esta manera el
tamanio.

Tabla 3.8. Tamario de partficulas, indice de polidispersidad (IPD) y
potencial zeta de ME en ausencia de tirmaco y en presencia de SMR e INM.

ME vacia
0/s | Tamafio (nm) IPD Potencial
Zeta (mV)
ME;: 0,084 | 145 + 1 0,247 -66,1 0,4
ME; 0,178 150 1 0,180 -52 + 13
ME; 0,334 177 # 4 0,271 -68 + 3
ME, 0,428 | 152,6 + 0,4 0,294 -56,0 0,5
MEs 0,620 | 101 + 6 0,279 -57 + 9
ME con SMR
~ Potencial
0/S Tamafio (nm) IPD Zeta (mV)
ME; 0,084 854 =+ 0,6 0,241 -61 + 2
ME; 0,178 115 =+ 7 0,296 -51 + 1
ME; 0,334 138 2 0,311 -59 + 5
ME, 0,428 118 = 4 0,290 -67 + 3
MEs 0,620 ( 107 =+ 3 0,300 -61 + 2
ME con INM
. Potencial
0/S Tamafio (nm) IPD Zeta (mV)
ME; 0,084 105 + 2 0,299 -732 + 03
ME; 0,178 | 136 7 0,250 -54 4 1
ME; 0,334 | 160 + 2 0,271 -72 4 3
ME; 0,428 132 + 3 0,317 -58 1 5
MEs 0,620 | 117 # 1 0,304 -68 4 1

Por otro lado, la incorporacién de SMR e INM no afect6 significativamente el valor de
potencial de superficie negativo de las ME vacias, lo que podria indicar que la mayor
proporcion de farmaco permanece dentro de la fase interna oleosa, ya que ambas moléculas
activas se encuentran ionizadas al pH de las ME (9,8 + 0,9), lo que presentaria consistencia
con los resultados obtenidos por RMN y en los estudios de incorporacion. Los valores
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obtenidos de tamafio de particulas y potencial zeta de las microemulsiones resultan
adecuados para mantener la estabilidad de los sistemas y para el buen desempefio
terapéutico de las formulaciones.
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3.3.2. MICROEMULSIONES CONTENIENDO LIGANDOS

3.3.2.1. DIAGRAMA PSEUDO-TERNARIO DE FASES (DPF)

Para la caracterizacion de microemulsiones es necesario determinar el diagrama
pseudoternario de fases que describe las condiciones experimentales en las cuales es
posible obtener sistemas dpticamente transparentes.? Los diagramas pseudo-ternarios de
fases de los sistemas conteniendo aceite de soja (0), FCS/EU/OS (S) con diferentes fases
acuosas (W) (1,8% #3-CD, 12% M-3-CD, 2,5% HP--CD o 5% MEG en agua) fueron
construidos para representar la relacion entre la composicion y el comportamiento de fase
de las muestras y son presentaron en la Figura 3.9. La regién correspondiente a la fase
liquida isotrépica fue mayor tras la incorporacién de los ligandos en la fase acuosa de un
minimo de 70% de W a un maximo de 16% de 0 a 60; 50; 50% de Wy 20; 30; 35% de O con
3-CD, M-23-CD y MEG, respectivamente. Esto se debe posiblemente a que los ligandos actiian
como cosurfactantes, disminuyendo la tensidn interfacial y produciendo la formacién de
fases isotropicas, permitiendo la incorporacion de mayor cantidad de W y O en la
microemulsion con el mismo contenido de S. La presencia de sustancias en la fase acuosa
influencia el area 6ptima de agrupacion de las cabezas polares de los surfactantes mediante
la alteracion de la solubilidad acuosa de esta region de la molécula.62 En contraste, se
observé que la region de obtencién de ME fue menor tras la incorporacion de HP-13-CD en
W, con un minimo de 75% de W y un maximo de 10% de 0. M-R-CD y MEG fueron los
cosurfactantes mas apropiados para la obtencién de ME en el rango estudiado, ya que el
incremento en la cantidad de fase oleosa en ME puede proveer una mayor posibilidad para
la dispersion de farmacos escasamente solubles en agua.’

3.3.2.2. CONDUCTIVIDAD (o)

En la Seccion 3.3.1, se observé que las microemulsiones en ausencia de ligandos
presentaron un perfil caracteristico de conductividad percolativa, indicando que la cantidad
de agua en las formulaciones se encontraba por encima de la fracciéon de agua critica
necesaria para obtener ME O/W estables y se encuentran formadas por nanogoticulas que
existen como una fase dispersa formando dominios inmersos en la fase continua. En la
presente seccidn, la conductividad eléctrica (o) de MEs conteniendo tres concentraciones
diferentes (0,005; 0,010 y 0,015 M) de cada ligando, £3-CD, M-f3-CD, HP-RCD o MEG
incorporados en la fase acuosa fue determinada a 25 * 1 °C con el objetivo de caracterizar la
estructura interna de los sistema (Figura 3.10). Los valores de conductividad eléctrica de las
formulaciones se encontraron dentro del rango estudiado de MEs (de 9,9 a 13,3 mS/cm),
indicando que los sistemas en presencia de los ligandos se mantuvieron dentro del régimen
de ME O/W. Ademas, no se observaron cambios significativos en los valores de
conductividad con la variacidn del contenido de ligando, sugiriendo que la microestructura
de la microemulsién permaneci6 inalterada con porcentajes crecientes de los mismos.
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Figura 3.9. Diagrama pseudoternario de fases de ME conteniendo: a) agua; b) 1,8% 6-CD;
c) 12% M-B-CD; d) 2,5 % HP-B-CD o ¢) 5% MFEG, en la fase acuosa.
ME: microemulsion; EM: emulsion; G: gel; MG: microemulsion gel; SF: separacion de fases.
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Figura 3.10. Variacion en la conductividad eléctrica (o) con el incremento de las
concentraciones de los ligandos.

3.3.2.2. EFECTO DE LA PROPORCION 0/S EN LA SOLUBILIDAD APARENTE DE
LOS FARMACOS DENTRO DE ME CONTENIENDO LIGANDOS

La disolucién de farmacos escasamente solubles en agua mediante la vehiculizacién en
microemulsiones puede ser favorecida mediante la incorporacién CD y MEG en los sistemas.
Con el objetivo de evaluar el efecto de los ligandos sobre la disolucién de SMR e INM en ME,
se seleccionaron muestras conteniendo diferentes proporciones O/S y con diferente
contenido de la fase acuosa (en ausencia de ligando; 1,8% 3-CD; 12% M-3-CD; 2,5% HP-3-
CD o 5% MEG en agua o en SRF 8) y la curva de O/S en funcién de la concentracién de
farmaco fue graficada y se presenta en la Figura 3.11. Las solubilidades de los IFA en las
fases acuosas (Sw), las solubilidades maximas (Smsx), €l incremento de solubilidad aparente
(Smax/So 0 Smax/Sw ) y las constantes de estabilidad (K¢) fueron determinadas y se presentan
en la Tabla 3.9.

Del mismo modo que fue reportado para las MEis en ausencia de ligandos en la
Seccion 3.3.1, se observO un crecimiento lineal en la concentracion de los farmacos
incorporados en funcién de proporciones 0/S crecientes. Si bien los mayores valores de Smax
de SMR e INM fueron obtenidos con las ME con W=5% MEG (35,6 mg/mL) y W=1,8% 3-CD
en SRF 8 (73,1 mg/mL), respectivamente, el mayor valor de Sms/Sw fue obtenido con
W=agua, el cual presento6 el mayor valor de K¢y el mayor Smix/So fue obtenido con W=5%
MEG en agua y con la ME con W=agua, respectivamente. La contribucién de MEG para el
aumento de la solubilizaciéon de SMR puede ser explicado en términos del incremento en la
concentracion del farmaco solubilizado en la fase acuosa.
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Tabla 3.9. Solubilidades de los tarmacos en la fase acuosa (Sy), solubilidades maximas (Smax),
incrementos aparentes de solubilidad utilizando 1as ME (Suix/So 0 Smix/Sw) y constantes de

estabilidad (K.).
Sulfamerazina
S Sma
Fase acuosa (W) (mg /“;nL) (mgr;::lL) Smax/Sw Smax/So Kc (M)
Agua (So) 0,2213 21,9879 99,36 99,36 167,55
SRF pH 8 (So) 1,6576 16,6277 10,03 10,03 17,72
3-CD 1,8% en agua 0,83 17,30 20,84 78,17 31,37
13-CD 1,8% en SRF pH 8 3,768 20,18 5,36 12,17 11,21
M-8-CD 1,8% en agua 2,2 9,62 4,37 43,47 2,15
M-3-CD 1,8% en SRF pH 8 8,1 12,24 1,51 7,39 2,48
HP-13-CD 2,5% en agua 0,69 22,53 32,65 101,80 101,8
HP-3-CD 2,5% en SRF pH 8 1,9 26,39 13,89 15,92 15,92
MEG 5% en agua 46,8 32,36 0,69 146,25 0,2359
MEG 5% en SRF pH 8 54,8 35,96 0,66 21,69 0,5741
Indometacina
Fase acuosa (W) (mgS/OmL] (msg7i:1L) Smax/Sw Smax/So K¢ (M1)
Agua (So) 0,02 67,01 302,80 302,80 6771,83
SRF pH 8 (So) 1,43 59,91 36,14 36,14 64,65
3-CD 1,8% en agua 0,04 65,26 1652,08 294,88 3706,39
13-CD 1,8% en SRF pH 8 5,86 73,11 12,48 44,11 15,02
M-8-CD 1,8% en agua 0,11 25,77 241,95 116,44 297,65
M-3-CD 1,8% en SRF pH 8 14,65 36,77 2,51 22,18 3,67
HP-13-CD 2,5% en agua 17,71 64,99 3,67 293,65 175,33
HP-3-CD 2,5% en SRF pH 8 76,34 62,06 0,81 37,44 43,47
a) b)
401 B0
351 v 70 o
b 1 L
= 30 v v v = 601 © E
E M v [= = 1 ]
TE 257 - N L N R B
Bl 7 b o E 40 - o
— " 1
£ 157 i = 307 <
2 > E;p. v < Z 2] E : .
o104 o * = 207 g $
5- gr g ¢ ol °
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0/S 0/S

Fgura 3.11. Curvas de incorporacion de: a) SMR e b) INM en microemulsiones en ausencia de
ligando m) o confeniendo 1,8% 5-CD (e), 12% M-B-CD #), 2,5 % HP-8-CD ®) o0 5% MEG
(V) en agua (figura vacia) o en SRF pH 8 (figura llena), como fase acuosa.
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3.3.2.3. DETERMINACION DEL MODO DE INTERACCION
FARMACO-COMPONENTES.

Las interacciones intermoleculares entre los farmacos y los componentes de ME fueron
investigadas mediante RMN-1H para esclarecer la ubicacidn de las moléculas de SMR e INM
dentro de los sistemas. Los espectros de MEs vacia y conteniendo los farmacos con
diferentes contenidos de la fase acuosa (agua; 1,8% 3-CD; 12% M-13-CD; 2,5% HP-3-CD o
5% MEG en agua) fueron obtenidos mediante la apropiada dilucién de las muestras en D>0.
Los desplazamientos quimicos de SMR e INM incorporados en los sistemas
ME+ligando+farmaco (Ormr)) con respecto a los correspondientes complejos con 3-CD,
M-3-CD, HP-R-CD o MEG (&¢) y con los farmacos en las ME en ausencia de ligandos (6r)
fueron obtenidos y se presentan en la Tabla 3.10. Por otro lado, los desplazamientos de las
sefiales de ME dentro de los sistemas ME+Ligando (6m()) con respecto a la ME en ausencia
de ligando y farmaco (6m) y en el sistemas ME+Ligando conteniendo el farmaco (dmwr) con
respecto al sistema ME+Ligando fueron analizados y son expuestos en la Tabla 3.11.

Tapla 3.10. Desplazamientos quimicos de SMR e INM incorporados en los sistemas ME + ligando
Oram) con respecto al correspondiente complejo con 5-CD, M-8~CD, HP-8-CD o MEG ©¢) y al
fdrmaco en la MF Ilibre de Iigando ©rmp).

SMR INM
Ho H
A B (l:l)
S—NH
H H 7N\
E HsC H D
Hp
Cl
SMR:LCD SMR:MCD SMR:HPRCD SMR:MEG
Srmu)- 8¢ Orvuy- Orvy | Ormuy- 8¢ Orvu)- Orevy | OrmL)- 8¢ Srmu)- Srvy | Srmu)- 8¢ Srvu)- Srevy
A -0,2541 @ -0,1705 [} -0,1930 0] 0,0065 [}
B -0,1331 -0,2543 -0,0115 -0,1765 -0,0789 -0,2426 0,0232 -0,1394
C -0,1666 -0,1559 -0,1207 -0,1122 -0,0784 -0,1216 0,0091 -0,1491
D -0,1698 0,075 0,1216 0,1768 -0,1396 0,0765 -0,0296 -0,2147
INM:RCD INM:MfCD INM:HPRCD
Srmr)- 8¢ Orvu)- Orvy | Ormuy- 8¢ Orvu)- Orevmy | SrmLy)- 8¢ Srvu)- Srovy
A -0,0539 -0,0709 -0,0111 -0,061 -0,0571 -0,0015
B -0,1915 -0,0572 -0,1176 -0,0312 -0,2300 0,0319
C -0,4259 -0,0489 -0,3664 -0,043 -0,2846 -0,0281
D -0,3976 -0,0234 -0,2587 0,0884 -0,2978 0,0884
E -0,4081 -0,0313 -0,2962 0,0406 -0,2895 0,0644
@: sefial indistinguible
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En la ME vacia conteniendo 1,8% f3-CD, se observaron desplazamientos hacia
campos bajos para las sefiales correspondientes al grupo éster de EU y para la
correspondiente al grupo metileno préximo al acido carboxilico de OS, sugiriendo la
presencia de £3-CD en la proximidad de las moléculas de surfactantes. En las ME con SMR
conteniendo 1,8% f3-CD, se registraron desplazamientos hacia campos altos respecto a
ME:3-CD, SMR:ME y SMR:f3-CD para la mayoria de las sefales de ME y SMR, lo que podria
indicar la presencia de interacciones de tipo Van Der Waals o hidrofébicas entre el farmaco,
la CD y los componentes de la ME. Los mayores desplazamientos fueron observados para las
sefales de FCS y EU, sugiriendo la interacciéon de SMR con los surfactantes en la interfase, lo
que podria estar relacionado a la mejor disolucién de SMR en las ME conteniendo {3-CD con
respecto a las ME en ausencia de ligandos. En la ME vacia conteniendo 12% M-3-CD; 2,5%
HP-13-CD y %5 MEG se observaron desplazamientos hacia campos altos mas significativo fue
registrado para los protones vecinales al enlace vinilico y los protones vinilicos de acidos
grasos, lo que podria indicar la interaccién de estos ligandos con OS, FCS y las cadenas
laterales de acidos grasos. En la ME con SMR conteniendo 12% M-3-CD los desplazamientos
hacia campos altos mas significativos fueron observados para los protones vecinales al
enlace vinilico y los desplazamientos hacia campos bajos mads significativos fueron
observados para los protones vinilicos y para los grupos metilenos de las cadenas
carbonadas de acidos grasos. La ME con SMR conteniendo 2,5% HP-f3-CD present6 los
mayores desplazamientos hacia campos bajos para los protones vinilicos y los grupos
metilenos de las cadenas carbonadas de acidos grasos y para las sefiales correspondientes a
los grupos metilenos de las cadenas laterales de EU y los grupos metilenos préximos al
acido carboxilico de OS, sugiriendo la presencia de HP-f3-CD en la proximidad de las
moléculas de surfactantes. En las ME con SMR conteniendo 5% MEG present6
desplazamientos hacia campos altos de las senales de FCS, OS y EU lo que podria deberse al
efecto de apantallamiento del grupo amino de MEG, y los protones de SMR presentaron
desplazamientos hacia campos altos respecto a SMR:ME sugiriendo la interaccién con MEG.
Todos los protones de SMR presentaron desplazamientos hacia campos altos en todas las
ME, indicando la presencia de interaccién con grupos donores de electrones como las
cadenas laterales de acidos grasos.

En la ME con INM conteniendo 1,8% 13-CD se observaron desplazamientos hacia
campos altos para la mayoria de los protones de ME, siendo los mas significativos los de
FCS, EU y los grupos metilenos de las cadenas laterales de acidos grasos y todos los
protones de INM presentaron desplazamientos hacia campos altos, indicando la presencia
de interaccidn con grupos funcionales donores de electrones como las cadenas laterales de
acidos grasos. Esto podria indicar la interaccién de INM tanto con los surfactantes como
con la fase oleosa, lo que presenta consistencia con la mayor disoluciéon de INM cuando fue
incorporada en la ME conteniendo 1,8% f3-CD. En las ME con INM conteniendo 12%
M--CD, la mayoria de los protones de ME presentaron desplazamientos hacia campos
bajos, siendo los mas significativos los correspondientes a los protones vecinales al acido
carboxilico y a los grupos metilenos de las cadenas laterales de acidos grasos, sugiriendo asi
la incorporacion de INM principalmente en el dominio oleoso dentro de este sistema. En las
ME con INM conteniendo 2,5% HP-3-CD, los desplazamientos mas significativos fueron
registrados para FCS y para las sefiales de los grupos metilenos de las cadenas laterales de
acidos grasos. En las ME conteniendo M--CD e HP-R-CD se registraron desplazamientos
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hacia campos altos para los protones Ha, Hg y Hc de INM los cudles se encuentran con
mayor densidad electrénica lo que les confiere mayor afinidad por grupos donores de
electrones como los de las cadenas laterales de acidos grasos. Por otro lado, se observaron
desplazamientos hacia campos bajos para los protones Hp y Hg de INM los cuales
presentan menos densidad electrénica lo que les confiere mayor afinidad por grupos
aceptores de electrones, como el grupo acido carboxilico de acidos grasos o el grupo amino
de FCS. Estos resultados sugieren la interacciéon de INM tanto con los surfactantes cuanto
con la fase oleosa de ME conteniendo M-f3-CD o HP-3-CD.

Tabla 3.11. Desplazamientos quimicos de las seriales de ME incorporadas en Ios sistemas
ME+Iigando Oma)) con respecto a la ME libre de ligando (Om) y de los sistema
ME+Ligando+fdrmaco © map) con respecto al sistema ME+Iigando.

ME+RCD ME+MfCD ME+HPRCD ME+MEG

Smq) Sm)-Om Smq) Sm)-Om Smq) Sm)-Om Smq) Sm)-6m

Hi | 0,9616 0,0438 0,8913 -0,0265 09126 -0,0052 0,8870 -0,0308
H: | 1,3645 0,0459 1,3001 -0,0185 1,3225 0,0039 1,2953 -0,0233
Hsz | 1,6439 0,0474 1,5748 -0,0217 1,5932 -0,0033 1,5697 -0,0268
Hs | 2,1117 0,0433 2,0372 -0,0312 2,0650 -0,0034 2,0419 -0,0265
Hs | 2,3131 0,0573 2,2383 -0,0175 2,2584 0,0026 2,2333 -0,0225
He | 2,8199 0,0211 2,7543 -0,0445 2,7611 -0,0377 2,7502 -0,0486
H7 | 3,3267 0,0431 3,2569 -0,0267 3,2715 -0,0121 3,2543 -0,0293
Hg | 3,7916 0,0556 3,7128 -0,0232 3,7279 -0,0081 3,7070 -0,0290
Ho | 5,3799 0,0344 5,3143 -0,0312 5,3288 -0,0167 5,3090 -0,0365

SMR+ME+3CD SMR+ME+Mf3CD SMR+ME+HPf3CD SMR+ME+MEG
Smr Smam-8mu) | Smam Smem-O mu) Smum  OSmam-dmuw) [ Smam  Smem-Omu)

H;: | 0,8751 -0,0865 0,9087 0,0174 0,9736 0,0610 0,8709 -0,0161
H: | 1,2785 -0,086 1,3040 0,0039 1,3028 -0,0197 1,2778 -0,0175
Hs | 1,5639 -0,08 1,5849 0,0101 1,5759 -0,0173 1,5633 -0,0064
Hs | 2,0294 -0,0823 2,0615 0,0243 2,0520 -0,0130 2,0273 -0,0146
Hs 2,228 -0,0851 2,2437 0,0054 2,2343 -0,0241 2,2201 -0,0132
He¢ | 2,7431 -0,0768 2,3405 -0,4138 2,7527 -0,0084 2,7411 -0,0091
H, | 3,2334 -0,0933 3,2627 0,0058 3,2640 -0,0075 3,2338 -0,0205
Hg | 3,6995 -0,0921 3,7200 0,0072 3,7122 -0,0157 3,6906 -0,0164
Ho | 5,2938 -0,0861 5,3253 0,0110 5,3162 -0,0126 5,2968 -0,0122

INM+ME+{3CD INM+ME+Mf3CD INM+ME+HPf3CD

Smp) Smwp)-O My | Omwp) Omwpy-Omuy | OSmamy  Smap)-O mu)

H: | 0,8830 -0,0786 0,8996 0,0083 0,8980 -0,0146
H: | 1,2827 -0,0818 1,2962 -0,0039 1,3005 -0,0220
Hs | 1,5708 -0,0731 1,5961 0,0213 1,5715 -0,0217
Hs | 2,0262 -0,0855 2,0508 0,0136 2,0282 -0,0368
Hs | 2,2370 -0,0761 2,2636 0,0253 2,2449 -0,0135
He | 2,7512 -0,0687 2,7763 0,0220 2,7481 -0,0130
H, | 3,1602 -0,1665 3,1729 -0,0840 3,2436 -0,0279
Hg | 3,6991 -0,0926 3,7148 0,0020 3,7158 -0,0121
Ho | 5,2980 -0,0819 5,3397 0,0254 5,3182 -0,0106
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3.3.2.4. DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULAS, POLIDISPERSIDAD
Y POTENCIAL ZETA

El tamafio de particulas, polidispersidad y potencial zeta fue determinado a 25 °C tanto para
las ME vacias como para las ME con los fairmacos con diferentes composiciones de la fase
acuosa (agua; 1,8% f3-CD; 12% M-f3-CD; 2,5% HP-3-CD o 5% MEG en agua). Todas las
muestras presentaron un Unico pico en la grafica de distribucién y los principales
resultados se encuentran resumidos en la Tabla 3.12.

Se registré una disminucion en los valores de tamafio de particulas (20,9 - 73 nm)
debido a la presencia de los ligandos para las ME conteniendo los farmacos, probablemente
a causa de la deposiciéon de algunas moléculas de farmacos y ligandos en la interfase
afectando la movilidad de los surfactantes y reduciendo asi el tamafio. Esto presentd
consistencia con los resultados obtenidos mediante RMN que indicaron la existencia de
interaccion de los ligandos y de los farmacos con los surfactantes.

Tabla 3.12. Tamaino de particulas, indice de polidispersidad (IPD) y
potencial zeta de MFE conteniendo ligandos en ausencia de fArmaco y en presencia

de SMR e INM.
ME en ausencia de fdrmacos
Potencial
Tamaiio (nm) IPD Zeta (mV)
ME; 97 £+ 6 0,279 -57  * 9
ME; + 3-CD 103 + 4 0,423 41+ 7
ME; + M-13-CD 150 + 2 0,380 | -0,88 + 0,06
ME; + HP-13-CD 183 £ 12 0,316 -61  * 4
ME; + MEG 96 + 3 0,295 -06 * 03
ME con SMR
Potencial
Tamaiio (nm) IPD Zeta (mV)
ME; 107 + 3 0,300 -57 % 9
ME; + 3-CD 21 £+ 1 0,298 | -0,18 =+ 0,04
ME; + M-13-CD 42 £ 6 0,391 -10  + 3
ME;s + HP-13-CD 43 £ 6 0,259 | -155 + 0,3
ME; + MEG 21 + 1 0,300 | -0,14 + 0,05
ME con INM
Potencial
Tamafio (nm) IPD Zeta (mV)
ME; 117 + 1 0,304 -68  * 2
ME; + 3-CD 73 + 4 0,206 -02 = 03
ME; + M-13-CD 48 £+ 6 0,569 034 =+ 0,05
ME; + HP-13-CD 24 + 2 0,290 26 06

Del mismo modo previamente expuesto para las ME1s en la Seccién 3.3.1, el valor de
potencial de superficie negativo de las goticulas de las ME en ausencia de farmacos fue
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debido a la presencia de SO en su forma ionizada en la interfase aceite/agua
(pKa=6,2-7,3¢61). Para las ME conteniendo ligandos los valores de potencial zeta fueron
cercanos a cero, lo que puede explicarse mediante la interaccidn de los ligandos con el OS y
con los farmacos con carga negativa mediante interacciones electrostaticas con el grupo
amino de MEG o mediante formacion de complejos con CD contribuyendo asi a la
neutralizacién.
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3.4. CONCLUSIONES PARCIALES

A partir de los resultados obtenidos, se pudo demostrar que los sistemas
microemulsionados pueden ser obtenidos mediante un procedimiento simple y a partir de
componentes altamente biocompatibles. En los diagramas pseudo-ternarios de fases, tanto
para los sistemas en ausencia como en presencia de fAirmacos, fueron observadas amplias
regiones isotropicas, lo que fue confirmado por microscopia de luz polarizada. Las
determinaciones de conductividad indicaron que es posible obtener ME O/W estables en un
amplio rango de proporciones de los componentes y sugirieron que la microestructura
interna se encuentra representada por goticulas de fase oleosa dispersas formando
dominios que permanecen inalterados debido a la incorporacién de los farmacos. Los
estudios de RMN mostraron que tanto SMR como INM fueron incorporados dentro de los
dominios oleosos de las ME. Las ME obtenidas presentaron tamafios de particulas de
alrededor de 100 nm y presentaron carga de superficie negativa. Las formulaciones fueron
capaces de incorporar concentraciones apreciables de SMR e INM.

Por otro lado, el presente capitulo reflej6 las ventajas de la estrategia de
combinacién de CD y MEG con ME. El diagrama pseudo-ternario de fases demostré que tras
la adicion de 3-CD, M-f3-CD o MEG a la fase acuosa del sistema puede obtenerse una region
isotrépica mayor de ME confiriendo la posibilidad de dispersar mayores concentraciones
de los farmacos lipofilicos. Los estudios de conductividad indicaron que estos sistemas
permanecen en el régimen de ME O/W y se encuentran formados por nanogoticulas oleosas
dispersas formando dominios en la fase continua, y que la estructura del sistema
permanecio inalterada tras la incorporacion de los ligandos. Cantidades apreciables de SMR
e INM fueron disueltas con todas las ME conteniendo ligandos, obteniéndose las mayores
concentraciones con ME con W=5% MEG (35,6 mg/mL) y W=1,8% 3-CD en SRF 8 (73,1
mg/mL) para SMR e INM, respectivamente. Mediante estudios de NMR pudo revelarse que
3-CD, M-3-CD, HP-3-CD, MEG, SMR e INM interacttian tanto con los surfactantes como con la
fase oleosa de los sistemas. Se registraron tamafios de particulas reducidos (20,9 - 73 nm)
en presencia de ligados para las ME conteniendo farmacos.

Los sistemas demostraron ser una herramienta exitosa para la vehiculizacién de
SMR e INM, y los resultados podrian aportar datos para otros fArmacos de grado similar de
hidrofilicidad-lipofilicidad.
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4.1. INTRODUCCION

El objetivo de este trabajo fue estudiar y desarrollar liposomas utilizando componentes
biodegradables para la vehiculizacion de farmacos de escasa solubilidad acuosa. La
caracterizacion de los sistemas se llevo a cabo mediante determinaciones del tamafio de
particulas y potencial zeta, y el modo de interaccion de los farmacos con los componentes de
los liposomas se realizé mediante RMN-1H. Se realizaron estudios de integridad de los
liposomas para evaluar su estabilidad. Ademas, se pretendi6 evaluar el efecto de la
encapsulacion sobre las propiedades desfavorables de los farmacos, como la solubilidad o
permeabilidad, que podrian afectar su biodisponibilidad.

4.1.1. SISTEMAS DE VEHICULIZACION DE FARMACOS NANOESTRUCTURADOS

El objetivo de este trabajo fue estudiar y desarrollar liposomas utilizando componentes
biodegradables para la vehiculizacién de farmacos de escasa solubilidad acuosa. La
caracterizacion de los sistemas se llevd a cabo mediante determinaciones del tamafio de
particulas y potencial zeta, y el modo de interaccidn de los farmacos con los componentes de
los liposomas se realiz6 mediante RMN-!H. Se realizaron estudios de integridad de los
liposomas para evaluar su estabilidad. Ademas, se pretendié evaluar el efecto de la
encapsulacion sobre las propiedades desfavorables de los farmacos, como la solubilidad o
permeabilidad, que podrian afectar su biodisponibilidad.

4.1.2. LIPOSOMAS

Los liposomas son vesiculas coloidales cuyos tamafios se encuentran en el rango de unos
pocos nanémetros a varios micrometros de didmetro, con una o varias bicapas lipidicas
rodeando compartimentos acuosos (Figura 4.1).2

Bicapallipidica

Farmaco liposoluble

Fgura 4.1. Fstructura de un liposoma
Los liposomas han recibido atenciéon por su utilidad como sistemas de membranas
modelo y como sistemas de vehiculizacion de farmacos ya que en ellos pueden ser

incorporados farmacos hidrofilicos dentro de la fase acuosa interna, mientras que los
farmacos hidrofébicos pueden insertarse dentro de la bicapa lipidica hidrofébica (Figura 4.1).
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Si bien los liposomas cargados con farmacos han sido principalmente utilizados como
sistemas para la administraciéon parenteral, su potencial aplicacién como sistemas para la
administracion oral de farmacos también ha sido estudiada.3-5 La similitud entre las bicapas
lipidicas de liposomas y las biomembranas, asi como el tamafio pequeiio de los mismos, es de
suma importancia debido a que facilitan la absorcién oral.> Por ejemplo, la administracion
oral de proteinas o péptidos contenidos en liposomas ha demostrado incrementos en la
absorcién de estas biomoléculas activas.67.89 La incorporacion en liposomas de moléculas
pequefias de fairmacos de escasa permeabilidad ha incrementado su absorcién oral.69-14 En
particular, se han observado incrementos sustanciales en la biodisponibilidad o en la eficacia
in vivo de farmacos escasamente solubles en agua tras su encapsulacion en liposomas ya que
pueden proveer incrementos en la solubilidad,515 proteccién del ambiente hostil del tracto
gastrointestinal 616 y permiten modular la liberacién de los farmacos vehiculizados.17-21
También, estos sistemas ofrecen la ventaja de reducir la toxicidad 2022-24 y otros efectos
adversos que pueden observarse a concentraciones similares o menores a la concentracion
maxima requerida para alcanzar la actividad terapéutica.162425 Ademads, pueden mejorar la
biodistribuciénz326.27 y producir liberacidn sitio especifica.2526.28

4.1.3. ESTRUCTURA, TAMANO Y CARGA DE LIPOSOMAS.

Los liposomas pueden ser clasificados de acuerdo a su estructura y tamafio. Las vesiculas
grandes multilamelares (multilamellar large vesicles, MLV) son formadas por la
hidratacién acuosa de peliculas secas de lipidos. Normalmente son grandes, midiendo cientos
de nanémetros de didmetro, presentan estructura compleja conteniendo una serie de bicapas
concéntricas separadas mediante compartimentos acuosos angostos (Figura 4.2 a). Las
vesiculas grandes unilamelares (large unilamellar vesicles, LUV) presentan una unica
bicapa lipidica con un didmetro entre 50 y 500 nm (Figura 4.2 b). Mientras que las vesiculas
pequeiias unilamelares (small unilamelar vesicles, SUV) presentan una tunica bicapa
lipidica con un didmetro menos a 50 nm (Figura 4.2 c). También, existe otra denominacidén de
vesiculas obtenidas por el método de deshidratacidn-rehidratacion desarrollado por Kirby y
Gregoriadis en 1984, conocidas como vesiculas secas reconstituidas (Dried Reconstituted
Vesicles, DRV).29 La metodologia para la obtencién de las mismas se encuentra descripta en la
Seccion 4.1.5.2.
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Figura 4.2. Vesiculas pequenias unilamelares (SUV), Vesiculas grandes unilamelares (LUV) y
Vesiculas grandes multilamelares (MLV)

Los liposomas compuestos por lipidos catiénicos en general poseen carga positiva,
posibilitando la interacciéon entre la bicapa lipidica y farmacos cargados negativamente,
permitiendo una mayor capacidad de carga de la que podria alcanzarse con liposomas
neutros. Las moléculas anidnicas de las superficies celulares interactian con ellos y son
responsables de la captacion celular de los liposomas catiénicos. Sin embargo, las particulas
neutras presentan buenos perfiles de distribucion, pero son escasamente internalizados por
las células. Los lipidos ionizables son componentes que permiten el ajuste de la carga del
sistema mediante la simple modificaciéon del pH luego de la encapsulacion y los liposomas
que los contienen se encontraran mas cercanos a la neutralidad a valores de pH cercanos al
pKa de los lipidos catidnicos, como lo es el pH fisiolégico, permitiéndoles evitar la
opsonizacion por los componentes sanguineos.3? La fosfatidilcolina (FC) (Figura 4.3 a) es un
surfactante de origen natural ampliamente utilizado, ya que es un componente integral de las
membranas celulares por lo tanto es ampliamente biocompatible y seguro para ser
administrado por via endovenosa y por la via oral.3132 Por otro lado, para poder alcanzar los
objetivos terapéuticos, los farmacos vehiculizados deben permanecer encapsulados en el
liposoma.33 Las vesiculas compuestas por lipidos saturados combinados con colesterol (COL)
(Figura 4.3 b) presentan mayor biocompatibilidad, por ser este un componente importante
de las membranas celulares. Ademas, la presencia de COL puede conferir mayor rigidez a la
bicapa, dependiendo de su concentracién, otorgandole mayor estabilidad a los liposomas.26
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Figura 4.3. Estructuras quimicas de: a) tostatidilcolina (FC) y b)colesterol (COL).

4.1.4. FARMACO-EN-CICLODEXTRINAS-EN-LIPOSOMAS (FCL)

La encapsulacién de cantidades suficientes de agentes terapéuticos es una de las propiedades
mas deseadas al utilizar sistemas de vehiculizacion. Existen varios factores que afectan la
capacidad de encapsulacion de farmacos en liposomas que involucran a las propiedades de
ambos, siendo muy importantes las propiedades hidrofilicas o lipofilicas de los fArmacos.34
Sin embargo, la introduccién de un compuesto lipofilico dentro de la fase lipidica puede ser
problematico, ya que algunos fadrmacos pueden interferir con la formacién y estabilidad de la
bicapa, limitando el rango de concentracion del fArmaco que puede ser asociada a liposomas.
Como fue mencionado en el Capitulo II, las ciclodextrinas han recibido considerable atencion
en el campo farmacéutico debido a su capacidad de acomodar farmacos escasamente solubles
en agua dentro de su cavidad hidrofébica, mejorando la solubilidad acuosa,35-38 la estabilidad
quimica 3941 y con ello mejorar la biodisponibilidad de los fairmacos mediante la formacion
de complejos de inclusiéon. En base a ello, el uso de liposomas y complejos de farmacos
lipofilicos con ciclodextrinas mediante la formacién de farmaco-en-ciclodextrinas-
en-liposomas (FCL) (Figura 4.5.) ha sido propuesto con el fin de evitar tales dificultades.1942
Esta estrategia permite alojar farmacos escasamente solubles en agua dentro de la fase
acuosa de las vesiculas mediante su complejacion con ciclodextrinas, pudiendo incrementar
la proporcién de masas farmaco-lipido a niveles superiores de los alcanzados mediante la
incorporacion convencional de fArmacos dentro de la fase lipidica.1s
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Fgura 4.5. Incorporacion de farmaco lipotilico en: a) liposomas en ausencia de ciclodextrinas;

b) Sistemas de fArmacos-en-ciclodextrinas-en-liposomas (FLC).

4.1.5. METODOLOGIAS DE OBTENCION DE LIPOSOMAS.

El método de eleccion depende, en cada caso, del tipo de liposoma que se desea obtener y su
tamafio. Influye también el tipo de fosfolipidos que se utilice y la aplicacién que se pretende.3

4.1.5.1. METODOLOGIA DE HIDRATACION DE CAPA DELGADA (HCD)

La obtencién de liposomas del tipo MLV puede ser llevada a cabo mediante el proceso de
hidratacién de capa delgada (HCD) y consta de las siguientes etapas: disolucidn del lipido en
un disolvente organico, evaporacién a presion reducida del solvente con movimiento
rotatorio simultaneo, hasta obtener una pelicula delgada y perfectamente seca en las paredes
del balén, adicion de la fase acuosa y formacién del MLV mediante agitacion (Figura 4.4).4344
Este procedimiento se debe realizar por encima de la temperatura de transicién de fase de los
lipidos.** Para la obtenciéon de liposomas unilamelares a partir de MLV se pueden emplear los
procedimientos de sonicacidn, de la prensa de French y de la extrusién secuencial. El método
de sonicacién puede realizarse con sondas o bafios ultrasénicos. Este método aporta altos
niveles de energia a la suspension de lipidos, y es necesario lograr la exposicion de MLV a la
irradiacion ultrasénica, siendo el método mas frecuentemente usado para obtener pequenas
vesiculas. La extrusion de membranas liposomales, permite reducir el tamano de los
liposomas, pasando éstos a través de un filtro de membrana de poros de tamafio definido.*3
Finalmente, se requiere la purificacién de las SUV, ya que luego de la reduccion del tamafio de
las vesiculas pueden quedar LUV, agregados o farmaco no encapsulado remanente, para lo
cual suelen procesarse mediante centrifugacidn, didlisis, ultrafiltracién o mediante la
utilizacion de una columna de exclusion molecular.10.19.24.27,283045
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Figura 4.4. Méfodo de Hidratacion en capa delgada (HCD) para la obfencion de liposomas.

4152. METODOLOGIA DE OBTENICON DE VESICULAS SECAS
RECONSTITUIDAS (DRV)

Las metodologia de obtencién de vesiculas secas reconstituidas (Dried Reconstituted
Vesicles, DRV) fue desarrolladas en 1984 por Kirby y Gregoriadis.#¢ Las mismas son
liposomas oligo- o multilamelares cuya principal ventaja es su alta capacidad de
encapsulacion, resultando apropiado no sélo desde el punto de vista econémico, sino que
también minimiza la cantidad de lipido requerida para vehiculizar una mayor cantidad de
farmaco, reduciendo la posibilidad de saturacion de las células y la toxicidad asociada a los
lipidos. El hecho de que la técnica de obtencion se lleve a cabo bajo condiciones suaves, la
convierten en el método de eleccion para la preparacion de formulaciones liposomales
conteniendo sustancias activas sensibles como péptidos, proteinas o enzimas.2% Sin embargo,
el principal dilema del proceso de secado de liposomas es la estabilidad de la membrana de
los mismos, debido por ejemplo a los cristales de hielo o a las transiciones de fase de las
membranas bajo la influencia de la temperatura, o debido a la sublimacién del agua de la
superficie del liposoma. Por este motivo, la membrana liposomal precisa ser protegida
durante el proceso de secado. Los crio- y lioprotectores son frecuentemente utilizados para
proteger estructuras como proteinas, DNA y liposomas. Los mismos son capaces de formar
puentes hidrégenos, estabilizando de esta manera las estructuras delicadas mediante la
remocion de las moléculas de agua. Las ciclodextrinas son moléculas que presentan un alto
numero de grupos donores y aceptores de hidrégenos por lo que resultan de utilidad para tal
fin.47-49 El método de obtencion de DRV ha sido utilizado para la produccién de
formulaciones liposomales estables de farmacos anfifilicos, lipofilicos o de alta
permeabilidad, luego de la formacién de los apropiados complejos solubles fArmaco-CD, los
cuales son finalmente encapsulados en la region acuosa de las vesiculas DRV.18214250 Para su
obtencidn se debe afiadir los liposomas SUV vacio hidratados con SRF (obtenidos mediante la
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técnica de HCD, descripta en la Seccién 4.1.5.1) con el complejo farmaco-CD pre-formado
(durante 3 dias, a 25 °C), diluir la mezcla mediante la adicién de cantidades apropiadas de
SRF (el adecuado para mantener la osmolaridad de los sistemas), liofilizar las dispersiones
durante 48 h y posteriormente rehidratarlas con cantidades apropiadas de agua a una
temperatura superior a la temperatura de transicion de los lipidos mediante agitacion
vigorosa con vortex.2?

4.1.6. METODOLOGIAS DE CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS.
4.1.6.1. DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULAS

Existen dos métodos comtinmente utilizados para la determinacién del tamafio de liposomas.
El primero consiste en la visualizacién directa utilizando microscopia electrénica de
transmision o de barrido. Si bien la microscopia electronica permite la examinacion directa
de liposomas, esta metodologia no es adecuada como una técnica de control de calidad de
procesos ya que la preparacién de la muestra es laboriosa y lenta, y un ntimero limitado de
particulas puede ser examinado, aumentando el riesgo de que la muestra de particulas no sea
representaria y ocurra un error de magnificacion.

El segundo es un método indirecto, dispersién de luz dindamica (Dinamic Light
Scattering, DLS), el cudl sirve para determinar el tamafo de liposomas suspendidos en un
liquido, conocido como diametro hidrodinamico. Una preparacion coloidal de liposomas se
encuentra en estado de movimiento aleatorio debido al movimiento Browniano. La velocidad
de una dada particula es inversamente proporcional a su tamafio, por lo cual liposomas
menores se moveran mas rapido que los de mayor tamafio. Cuando una suspension de
liposomas es iluminada por un laser, el movimiento, y por ende el tamafio de los liposomas,
puede ser medido mediante el analisis de la taza a la cual la intensidad de la luz fluctia como
resultado de la dispersiéon de luz.3° La velocidad del movimiento Browniano se encuentra
definido por una propiedad conocida como el coeficiente de difusiéon translacional (D) a
partir del cual puede calcularse el tamafio de una particula mediante la utilizacién de la
ecuacion de Stokes-Einstein:

kT
d(H)=3TtnD

donde d(H) es el didmetro hidrodinamico; D es el coeficiente de difusion translacional; k es la
contante del Boltzmann; T es la temperatura absoluta y ) es la viscosidad.5!

4.1.6.2. POTENCIAL ZETA

El potencial zeta es la determinacién de la carga eléctrica adquirida por un liposoma. Resulta
de interés por dos motivos: en primer lugar, la carga afecta la estabilidad de la particula; en
segundo lugar, la carga afecta la farmacologia del liposoma. Los liposomas son particulas
coloidales sujetas a la teoria de DLVO (Derjaguin, Landau, Vervey, Overbeek) 52 la cual sugiere
que la estabilidad de un sistema coloidal se encuentra gobernada tanto por las fuerzas
repulsivas de la bicapa como por las fuerzas de atraccion de Van der Waals que experimentan
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las particulas unas con unas. La barrera energética presentada por las fuerzas repulsivas
debe ser suficientemente grande para prevenir que las particulas entren en contacto,
adhiriéndose y formando agregados. Si esta barrera energética es superada, las fuerzas de
Van del Waals haran que las particulas entren en contacto y las mantendra unidas, resultando
una situacion insatisfactoria para una preparacion liposomal para vehiculizacion de
farmacos. El objetivo de una formulacién liposomal es la preparacién de particulas estables y
monodispersas que mantenga tanto la monodispersidad como el tamafio de particulas para
obtener un desempefio consistente. Debido a que la carga es una medida adecuada de la
magnitud de la interaccién entre particulas, el potencial zeta es un indicador de la estabilidad
potencial de un sistema liposomal. Los liposomas con un potencial zeta grande con carga
negativa o positiva se repelerdn unos a otros y permaneceran monodispersos y estables. Si
los liposomas presentan valores bajos de potencial zeta las fuerzas de atraccion de Van der
Waals son capaces de superar las fuerzas eléctricas repulsivas de las bicapas y las particulas
se uniran formando agregados, y la formulacién tiende a desestabilizarse. Como regla, los
liposomas con potenciales zeta mayores a +30 mV o menores a -30 mV son considerados
estables. Esto sugiere que los liposomas deben ser preparados de tal forma que presenten
suficiente carga para aumentar la estabilidad de la preparacién de particulas monodispersas.
Por otro lado, una vez que los liposomas entran en la circulaciéon sistémica pueden
interaccionar con los componentes de la sangre tal como proteinas, lipoproteinas y
membranas celulares. Muchas de estas entidades presentan carga ejerciendo fuerzas
atractivas o repulsivas sobre los liposomas dependiendo la carga diferencial. Por este motivo,
los liposomas con sustancial carga positiva o negativa (potencial zeta) si bien seran estables
en su formulacién, son rapidamente eliminados tras la administracién sistémica, por lo que el
valor absoluto del potencial zeta no debe ser muy alto.3°

Pdgina 138 de 224



Capitulo IV: “Liposomas”

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. MATERIALES

Fosfatidilcolina de huevo (FC), colesterol (COL) y Meglumina fueron proporcionados por
Sigma Aldrich®, USA. Sulfamerazina (SMR) e Indometacina (INM) fueron adquiridos de
Parafarm®, Argentina. 3-CD (PM = 1135), M-3-CD (PM = 1190) e HP-R-CD (PM = 1325)
fueron cordialmente donador por Ferromet® (agente en Argentina de Roquette®). Todos los
materiales y solventes utilizados fueron de grado analitico. El agua purificada fue obtenida
mediante un sistema de purificaciéon Millipore Milli-Q.

4.2.2. DISENO EXPERIMENTAL
4.2.2.1. PREPARACION DE LIPOSOMAS
4.2.2.1.1. METODO DE HIDRATACION DE CAPA DELGADA (HCD)

Vesiculas multilamelares (VML) fueron preparadas mediante la metodologia de hidratacién
de capa delgada. Para ello, Fosfatidilcolina (FC) ((20 mg/mL) y colesterol (COL) (10 mg/mL)
fueron suspendidos en una mezcla de cloroformo/metanol (2:1 v/v) y combinados en
diferentes relaciones FC:COL (1:1; 2:1; 3:1; 4:0) que fueron subsecuentemente sometidas a
evaporacién por vacio (en un balén conectado a un evaporador rotatorio) hasta la formacion
de una capa delgada de lipidos, la cual fue expuesta a una corriente de nitrégeno para
remocion total de trazas de solvente. Para la preparaciéon de liposomas cargados con farmaco,
fue aplicado el mismo procedimiento anteriormente mencionado y SMR e INM fueron
incorporadas en la fase de cloroformo/metanol (2:1 v/v) en una concentraciéon de 1 mg/mL.
La capa lipidica fue posteriormente hidratada con volumenes apropiados de solucion
reguladora de pH de fosfatos (SRF) de pH 7,4. Para la obtenciéon de vesiculas pequefias
unilamelares (SUV) las dispersiones conteniendo MLV fueron sometidas a ultrasonicaciéon
utilizando un equipo Sonics and Materials, UK provisto de un microtip, por 15 min. En todos
los casos la suspension turbia inicial de liposomas fue clarificada luego de este
procedimiento. Posteriormente, los liposomas fueron centrifugados por 15 min a 10.000 rpm
con la finalidad de remover piezas de titanio o agregados de liposomas que podrian estar
presentes en las muestras. Para la determinacién de la encapsulacién de los farmacos en los
liposomas, las muestras fueron previamente filtradas a través de membrana con tamafio de
poro de 1 pm para remover el firmaco no incorporado de la dispersidn.

42.21.2. METODO DE OBTENCION DE VESICULAS DESHIDRATADAS
RECONSTITUIDAS (DRV)

El método de obtenciéon de vesiculas deshidratadas reconstituidas (DRV)46 fue también
llevado a cabo debido a su demostrada eficacia para el aumento en la encapsulaciéon de
farmacos en liposomas. Se seleccion6 una relacién FC:COL de 3:1 debido a que demostr6 una
alta encapsulacion de los farmacos al aplicar el método de hidrataciéon de capa delgada.
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Inicialmente, liposomas SUV fueron preparados del mismo modo que fue descripto en la
Seccion 4.2.2.1.1. Posteriormente, 1 mL de la dispersion conteniendo liposomas SUV fueron
adicionados a 1 mL de cada complejo preparado en agua (SMR o INM con 3-CD, M-23-CD,
HP-23-CD o de SMR con MEG en una relacién estequiométrica 1:1, seleccionada a partir de los
estudios expuestos en el Capitulo II). Los sistemas SUV-complejos fueron diluidos con agua
milliQ para alcanzar un volumen de 10 mL. Las mezclas resultantes fueron sometidas a
congelamiento (-20 °C) y luego liofilizadas (Labconco® Freeze Dry 4.5) por 48 h. Los
sistemas liofilizados fueron rehidratados de forma controlada a 40 °C durante 2 h para
generar DRV multilamelares.

4.2.2.2. DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULAS, INDICE DE
POLIDISPERSIDAD Y POTENCIAL ZETA

El tamafio de particulas, el indice de polidispersidad y el potencial zeta de los liposomas
estudiados fueron determinados a 25 °C utilizando un equipo Beackman Coulter® Delsa™
Nano C Particle Analyser. La funcién de autocorrelacién de la intensidad fue medida a un
angulo de 165° asumiendo un valor de viscosidad de 0,8878 Pa y un indice de refraccién de
1,3328. Las muestras fueron apropiadamente diluidas con agua Milli Q previo a su andlisis. Se
evaluo el efecto de las diferentes relaciones FC:COL y la influencia de la incorporacién de los
ligandos en los sistemas el aumento de la relacién O/S en ausencia y en presencia de los
farmacos.

4.2.2.3. DETERMINACION DEL MODO DE INTERACCION
FARMACO-COMPONENTES.

Las senales de los espectros de RMN-1H de las vesiculas fueron asignadas en base a los
espectros de los componentes puros. A partir de las diferencias en los corrimientos quimicos
de las sefiales de los liposomas, en presencia o en ausencia de farmacos, se evalué el modo de
interaccion entre ellos. Los estudios de RMN-'H fueron realizados a 298 K en un
Espectrometro Bruker® Advance Il de Alta resolucion utilizando tubos de 5 mm de diametro.
Los espectros de los liposomas en presencia y en ausencia de fArmacos fueron obtenidos tras
la incorporacién de 0,1 mL de la muestra de liposomas a 0,9 mL de D,0 en presencia y en
ausencia de los farmacos. Los espectros de los componentes puros fueron obtenidos
mediante la dilucion de cantidades apropiadas en D20 para los farmacos, ligandos y lipidos.
Todos los estudios fueron realizados a 400,16 MHz y los datos fueron procesados utilizando
el software Bruker® TOPSPIN 2.0. La sefial residual de solvente (4,80 ppm) fue utilizada
como referencia interna. Los cambios inducidos en los corrimientos quimicos (AS) para los
farmacos y los componentes originados debido a la interaccién fueron calculadas de acuerdo
a las siguientes ecuaciones:

AS =6 Liposoma con Farmaco — S Liposoma vacio

(0]

A =0 farmaco en liposoma — S farmaco
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4.2.2.4. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DE
LIPOSOMAS

La integridad de las vesiculas con diferentes relaciones FC:COL, en presencia y ausencia de los
farmacos y ligandos fue evaluada mediante la determinacion del porcentaje de retencién de
calceina en las vesiculas.2! Para ello, la capa lipidica fue hidratada con volimenes apropiados
de una solucién de calceina a 40 °C. Luego de la completa hidratacién, durante la cual ocurre
la formacidon espontianea de liposomas, los mismos fueron separados de la calceina no
encapsulada mediante ultracentrifugacion (5 ciclos de 30 min a 50000 rpm). Los liposomas
fueron almacenados a 4 °C hasta el momento de su utilizacion. Las muestras fueron
suspendidas en SRF y luego incubadas a 37 °C por 48 h. Posteriormente, los porcentajes de
latencia y retencion fueron determinados a diferentes tiempos, mediante la determinacién de
la intensidad fluorescente (EM 470 nm, EX 520 nm), antes y después del agregado de Triton
X-100 en una concentracidn final de 1% (v/v) (para la desintegracidn de la membrana de los
liposomas), utilizando un espectrofluorémetro Shimatzu RF-1501.

El porcentaje de latencia de calceina (% Latencia) fue calculado utilizando la siguiente
ecuacion:

1,1 (Fyr-F 1
% Latencia = meo (1)
) DT

donde Far y Fpr representan los valores de fluorescencia de calceina medidos antes y
después de la adicion de Triton X-100, respectivamente.

El porcentaje de retencion de calceina en los liposomas (% Retencidén) fue calculada a
partir del porcentaje de latencia a cada tiempo (Latencia () y el correspondiente porcentaje de
latencia inicial (Latencia o)

., Latencia (2)
% Retencion = mx 100
0

4.2.2.5. ESTUDIOS DE EFICIENCIA DE ENCAPSULACION

La encapsulacidn de drogas en liposomas esta determinada por la relaciéon molar del farmaco
sobre la concentracién total de lipidos [F/L (mmol/mol)].21 Para establecer la capacidad de
encapsulacion de los liposomas estudiados, el contenido de farmaco, incorporado en cada
preparacién liposomal fue medido utilizando espectroscopia UV-visible (Shimatzu® UV-
1205). Para la determinacién de la concentraciéon de lipidos fue aplicado un ensayo
colorimétrico (Stewart, 1980). Se construyeron las curvas de calibrado apropiadas a partir
de soluciones estandares de los farmacos y los lipidos.
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4.2.2.5.1. ENSAYO COLORIMETRICO DE STEWART

La cuantificacion de fosfolipido presente en las muestras de liposomas fue realizada segtn la
metodologia desarrollada por Stewart en 1980, la cual es descripta a continuacién:53

Se tomaron alicuotas apropiadas de las muestras de liposomas diluidas en SRF y se
afiadieron a 2,0 mL de cloroformo en tubos de ensayo. Se afiadieron 2,0 mL de reactivo de
Stewart:

Cloruro férrico hexahidratado ............ 01M
Tiocianato de amonio .....eceeverevenenns 0,4 M

Cada una de las muestras fue sometida a agitacion en vortex durante
aproximadamente 1 minuto.

Las muestras se dejaron en reposo a temperatura ambiente durante 15 minutos. La
fase cloroférmica fue leida espectrofotométricamente a de 485 nm. El ensayo de
cuantificacion de fosfolipidos fue realizado empleando triplicados de todas las muestras.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. DETERMINACION DE TAMANO DE PARTICULAS, INDICE DE
POLIDISPERSIDAD Y POTENCIAL ZETA

El tamaio de particulas, indice de polidispersidad y el potencial zeta de liposomas FC:COL
1:1, 2:1, 3:1 y FC dispersos en SRF de pH 7,4 obtenidos mediante la metodologia de HCD
fueron determinados a 25 °C (Tabla 5.1). Los valores de tamaio de particulas obtenidos se
encontraron en el rango de 31,1-115 nm tanto en ausencia como en presencia de los
farmacos, lo que indica que presentan tamafio pequeno (SUV) con valores de polidispersidad
alrededor de 0,2, indicando que las vesiculas se encuentran monodispersas. El potencial zeta
de los liposomas vacios reveld valores negativos (-0,34 a -0,03 mV), manteniendo valores
similares en presencia de SMR (-2,9 a-0,07 mV) e INM (-0,41 a -0,09 mV).

Tabla 5.1. Determinacion del tamario de particula, indice de polidispersidad y potencial
Z de liposomas obtenidos por HCD dispersos en SRF de pH 7,4 a 25 °C.

Liposomas en ausencia de fdrmaco

Tamaiio (nm) IPD Potencial zeta (mV)
FC 52 + 1 0,250 -0,03
FC:COL 3:1 790 £ 0,8 0,220 -0,04
FC:COL 2:1 71 + 1 0,184 -0,34
FC:COL 1:1 542 + 0,5 0,220 0,38

Liposomas con SMR

Tamafio (nm) IPD Potencial zeta (mV)
FC 59,8 0,3 0,300 -2,0
FC:COL 3:1 115 +# 1 0,156 -0,07
FC:COL 2:1 61 + 3 0,220 -2,9
FC:COL 1:1 589 0,2 0,223 -0,60

Liposomas con INM

Tamafio (nm) IPD Potencial zeta (mV)
FC 311 0,6 0,193 -0,15
FC:COL 3:1 68,7 0,6 0,198 -0,41
FC:COL 2:1 46,3 + 0,7 0,206 -0,16
FC:COL 1:1 366 £ 0,1 0,227 -0,09

Ademas, el tamafo de particulas, el indice de polidispersidad y el potencial zeta de
liposomas FC:COL 3:1 obtenidos mediante la metodologia de deshidratacion-rehidratacion
(DRV) en presencia de £3-CD, M- {3-CD, HP- 3-CD y MEG fueron también determinados a 25 °C
(Tabla 5.2). Si bien los valores de IPD fueron altos, indicando que los sistemas se encontraron
polidispersos, por lo cual no es posible hacer inferencias con respecto al tamafio de los
sistemas, los resultados obtenidos en relacion al tamafio de las DRV, en presencia de los
ligandos y tanto en presencia de SMR como en ausencia de la misma, se encontraron en el
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rango de 139-218 nm. Por otro lado, las vesiculas conteniendo ligandos en presencia de INM
presentaron tamafios en el rango de 578,7 - 790,7 nm. El potencial zeta de los liposomas
vacios present6 principalmente valores negativos (-8,66 a -0,03 mV), con valores similares
en presencia de SMR (-2 a 0,02 mV) e INM (-12,9 a -0,2 mV). Los resultados expuestos indican
la obtencién de liposomas DRV adecuados para la reconstitucion al momento de la
administraciéon, debido a que los valores de potencial zeta e indice de polidispersidad
sugieren que los sistemas podrian presentar baja estabilidad si son almacenados en forma de
dispersion.

Tabla 6.1. Determinacion del tamario de particula, indice de polidispersidad y potencial Z
de liposomas DRV dispersos en SRF de pH 7,4 a 25 °C.

Liposomas DRV en ausencia de fdrmaco
Tamaifio (nm) IPD Potencial zeta (mV)
FC:COL 3:1 214 £ 19 0,194 -0,03
FC:COL 3:1 + R-CD 188 + 32 0,400 -8,66
FC:COL 3:1 + M-3-CD 166 * 17 0,701 -1,60
FC:COL 3:1 + HP-R-CD 139 + 10 0,764 -3,40
FC:COL 3:1 + MEG 174 £ 36 0,973 -6,30
Liposomas DRV con SMR
Tamaifio (nm) IPD Potencial zeta (mV)
FC:COL 3:1 98 * 30 0,156 -2,0
FC:COL 3:1 + R-CD 135 = 44 0,502 -0,04
FC:COL 3:1 + M-3-CD 132 + 16 0,586 0,02
FC:COL 3:1 + HP-R-CD 218 £ 69 0,999 -1,96
FC:COL 3:1 + MEG 212 83 0,973 0,0008
Liposomas DRV con INM
Tamafio (nm) IPD Potencial zeta (mV)
FC:COL 3:1 31,1 + 0,6 0,198 -0,2
FC:COL 3:1 + 3-CD 482 53 0,404 -6,4
FC:COL 3:1 + M-3-CD 791 = 101 0,979 -12,9
FC:COL 3:1 + HP-8-CD 579 93 0,882 -9,9
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4.3.2. DETERMINACION DEL MODO DE INTERACCION
FARMACO-COMPONENTES.

Con el objetivo de determinar la posible localizacién de los farmacos dentro de la dispersion
coloidal, los desplazamientos quimicos (6) y cambios inducidos en los corrimientos quimicos
(Ad) para los componentes de liposomas (FC y COL), de SMR e INM tras su incorporaciéon en
los liposomas fue determinados mediante RMN-1H y son presentados en las Tablas 4.2 y 4.3,
respectivamente. Los estudios revelaron la interaccién de FC y COL con los farmacos,
evidenciado principalmente por corrimientos hacia campos altos de los protones
correspondientes a las cadenas carbonadas de FC y en presencia de INM se observaron
desplazamientos hacia campos bajos de H vecinales al grupo fosfato de FC, pudiendo deberse
a la densidad de carga del carbonilo de INM que interacciona con el grupo amino de colina
mediante interacciones electrostaticas (Tabla 4.2). Los protones de los firmacos presentaron
todos corrimientos hacia campos altos debido a la presencia de las cadenas carbonadas
hidrofébicas de los lipidos (la sefial del protén vecinal al COOH es indistinguible). Esto
sugiere la localizacidn de los farmacos en la bicapa lipidica de los mismos.

Tabla 4.2. Desplazamientos quimicos (5) y cambios inducidos en los corrimientos quimicos
Ad)para los componentes de liposomas a) FC y b) COL tras la incorporacion de SMR e INM
determinados mediante ~'H.

a)
I H A J o
HiC T A~ ' - ' o |F! E (I:H F
H,C o\)\/o/ O
I ijg( cC B \b " p -
H
3(ppm)
FC COL FC:COL FC:COL FC:COL FC:COL FC:COL FC:COL
3:1 3:1+SMR  3:1+INM 3:1 3:1+SMR 3:1+INM
Ha 5,2995 g 5,3056 5,2937 5,2565 0,0061 -0,0119 -0,0491
Hg 4,2928 g 4,285 4,2601 5,2143 -0,0078 -0,0249  0,9293
Hc 3,6854 g 3,691 3,6747 3,8212 0,0056 -0,0163 0,1302
Hp 3,4985 3,500 3,4902 3,4761 3,515 -0,0083 -0,0141 0,0248
Hg 3,355 3,3384  3,3348 3,3155 3,3276 -0,0202 -0,0193  -0,0072
Hr 3,2473 g 3,2506 3,2305 3,1905 0,0033 -0,0201 -0,0601
He 2,0384 g 2,0462 2,0279 1,9929 0,0078 -0,0183  -0,0533
Hu 1,2616 g 1,2886 1,2752 1,2524 0,027 -0,0134 -0,0362
H; 0,8878 g 0,8742 0,869 0,8593 -0,0136 -0,0052 -0,0149

g: sefiales indistinguibles; A5= O Liposoma con Fdrmaco — ) Liposoma vacio
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Tabla 4.3. Desplazamicntos quimicos (5) y cambios inducidos en los corrimientos quimicos (19)
para a) SMR e b) INM tras ser incorporados en los liposomas determinados mediante RMN-~'H.

a) b)
aH Hg |C|]
HoN T )
o C
eMC Hp
Hp
cl
S(ppm) Ad
SMRenLIP  INM enLIP SMRenLIP  INM en LIP
SMRpura INMpura  FC:COL 3:1 FC:COL 3:1 FC:COL 3:1 FC:COL 3:1
Ha 8,1764 7,7464 8,0113 7,6653 -0,1651 -0,0811
Hg 7,7369 7,6335 7,6256 7,5328 -0,1113 -0,1007
Hc 6,867 7,1147 6,7893 7,02545 -0,0777 -0,08925
Hp 6,8091 7,1006 6,6318 6,6643 -0,1773 -0,4363
Hg 2,3921 6,7834 2,267 5,2565 -0,1251 -1,5269
He / 3,902 / indistinguible / X
Hg / 3,61 / Indistinguible / X
Hy / 2,2563 / 2,2306 / -0,0257

A8 = & firmaco en liposoma — O férmaco; /* NO corresponde asignacién de sefial; x: corresponde a sefial
indistinguible;

4.3.3. DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DE LIPOSOMAS

La integridad de los liposomas fue evaluada mediante la determinacién de la retencién de
calceina encapsulada en vesiculas FC:COL 2:1, 3:1 o 4:0 tras la incubacién en PBS a 37 oC
durante 48 h. Las SUV suspendidas en PBS presentaron alta estabilidad, ya que la calceina
encapsulada inicialmente permanecié dentro de las vesiculas en un porcentaje superior al
80% luego de las 48 h (Figura 4.6). También, se evalu6 la integridad de liposomas 3:1
conteniendo SMR e INM (Figura 4.7), en los cuales los porcentajes de retencion de calceina
fueron mantenidos por encima del 80 y 95%, respectivamente indicando que las vesiculas
permanecieron estables en presencia de los farmacos encapsulados.

Por otro lado, se evalud la integridad de las vesiculas en presencia de ligandos (Figura
4.8), observandose que el porcentaje de retencion de calceina se mantuvo por encima del
80%, con excepcion de cuando fue utilizada M-3-CD, con la cudl hubo una disminucién
exponencial del % de retencion. Existen reportes previos de que M-3-CD desestabiliza la
membrana de liposomas debido a que actia como surfactante, formando micelas con los
lipidos.1® También se ha propuesto que debido a su mayor lipofilicidad M-13-CD atraviesa la
bicapa interactuando con los lipidos del lado interno de la bicapa del liposoma.15
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Figura 4.6. Integridad de Iiposomas FC:COL 2:1 (@), 3:1 (®) 0 FC (V) en SRFa 37 °C.
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Figura 4.7 Intfegridad de liposomas FC:COL 3:1 vacios (®), contenicndo SMR (®) o INM (V) en
SRFa 37 °C.
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Figura 4.8. Integridad de Iiposomas FC:COL 3:1 en ausencia de ljgandos ((®) o en presencia de
B-CD ((V ), M-58-CD (V ), HP-8-CD ®m) o MEG (®) en SRFa 37 °C.

4.3.4. ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DE ENCAPSULACION

La encapsulacion de SMR e INM en todas las formulaciones liposomales fue evaluada
mediante la determinacién de las relaciones molares de los firmacos sobre la concentracién
total de lipidos [F/L (mmol/mol)]. Los liposomas obtenidos mediante la metodologia de
hidratacién de capa delgada (Figura 4.9) presentaron cantidades crecientes de encapsulacién
en relacion al incremento de la cantidad de FC presente, observandose la mayor cantidad de
farmacos incorporada en los liposomas formados por FC pura, obteniendo valores de F/L de
308,98 y 10,14 mmol/mol para SMR e INM, respectivamente. Esto se debe a FC posee grupos
amino, que presentan carga positiva a pH 7,4, pudiendo interaccionar con ambos fAirmacos
cargados negativamente, ademas de presentar afinidad debido a las propiedades lipofilicas de
los mismos.
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LIPOSOMAS [SMR] LIPOSOMAS [INM]
(mg/ml) (mg/ml)
FC:COL 1:1 1,76 FC:COL 1:1 0,10
FC:COL 2:1 2,05 FC:COL 2:1 0,11
FC:COL 3:1 2,12 FC:COL 3:1 0,10
FC 1,48 0,11

Figura 4.9. Estudios de eficiencia de encapsulacion en: a) liposomas FC:COL 1:1;b) 2:1;c) 3:1;
d) FC conteniendo: A) SMR e B) INM obfenidos mediante la metodologia de capa delgada.
Fr Concentracion del tirmaco en mmol/ml,; L: Concentracion de lipidos en mol/ml [FC + COL.]

Por otro lado, las vesiculas preparadas por el método de deshidratacion-rehidrataciéon
(Figura 4.10) mostraron la mayor encapsulacion para SMR e INM cuando se utilizaron MEG y
HP-13-CD, respectivamente (5636,28 y 439,54 mmol/mol). Mediante esta metodologia se
logré encapsular 18 y 43 veces mdas que con cuando se utilizé la metodologia de hidrataciéon
en capa delgada para SMR e INM, respectivamente, lo que se debe al incremento de la
incorporacion de los farmacos escasamente solubles en agua dentro de la fase acuosa de las

vesiculas mediante su complejacién con las CD o MEG.
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a) b) ) d)
FARMACO COMPLEJO [Farmaco] FARMACO COMPLEJO [Farmaco]
mg/ml mg/ml
SMR:R-CD 0,60 INM:£-CD 0,83
SULFAMERAZINA  SMR:M-8-CD 1,86 INDOMETACINA ~ INM:M-6-CD 1,31
SMR:HP-&-CD 1,34 INM:HP-£-CD 1,08
SMR:MEG 28,37

Figura 4.10. Fstudios de eficiencia de encapsulacion de: A) SMR e B) INM en liposomas FC:COL
3:1 conteniendo: a) 8-CD; b) M~ 8~-CD; ¢) HP- 8~-CD; d) MEG obtenidos mediante la mefodologia
de Deshidratacion-Rehidratacion. F- Concentracion del firmaco en mmol/ml; L: Concentracion
de lipidos en mol/ml [FC + COL.]
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4.4. CONCLUSIONES PARCIALES

Mediante los estudios realizados fue posible desarrollar liposomas para la vehiculizacién de
los farmacos con escasa solubilidad acuosa. Los liposomas obtenidos mediante la
metodologia HCD presentaron tamafio pequefio (SUV). Este parametro se vieron poco
afectados por la presencia de los farmacos. Los liposomas DRV en ausencia de farmaco y en
presencia de SMR presentaron tamafio pequefio (SUV) y en presencia de INM presentaron
tamafio mayor (MLV o LUV). Los sistemas se encontraron polidispersos por lo que resulta
conveniente su uso para formulaciones para reconstitucion. Los estudios de RMN-1H
revelaron que los farmacos presentan interaccion con los lipidos de los liposomas obtenidos
mediante la metodologia de HCD sugiriendo su localizacién en la bicapa lipidica de los
mismos. Las SUV suspendidas en SRF presentaron alta estabilidad PBS a 37 °C durante 48 h,
y las vesiculas permanecieron estables en presencia de los fArmacos encapsulados y tras la
incorporacion de 3-CD, HP-R-CD y MEG. La encapsulacién de los farmacos fue alta,
principalmente tras la incorporacién de las CD y MEG utilizando la metodologia DRV,
resultando esta ultima prometedora para mejorar la biodisponibilidad de farmacos con
escasa solubilidad acuosa.
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“Capitulo V: Estudios de liberacidn de farmacos”

5.1. INTRODUCCION

La propiedad clave que se pretende para un producto farmacéutico es su eficacia terapéutica. Sin
embargo, el tiempo y costo que insumen las pruebas clinicas in vivo las hacen inadecuadas como
método de control de calidad de rutina. Por este motivo, las pruebas in vitro son frecuentemente
utilizadas para asegurar la calidad y el desempefio de un producto farmacéutico. La evaluacién de la
velocidad de liberaciéon in vitro de un farmaco, contenido en un sistema de vehiculizacion
farmacéutico, puede ser relacionada con la salida del mismo de la matriz,! siendo esta etapa
fundamental en la farmacocinética del IFA y puede reflejar el efecto de la combinaciéon de
parametros fisicos y quimicos, incluyendo la solubilidad y el tamafio de particulas de la
formulacién.2 A partir de ello, el objetivo de este capitulo comprende el estudio de la capacidad de
los complejos binarios y ternarios con CD y/o MEG, microemulsiones y liposomas, en ausencia y en
presencia de ligandos, para el transporte y liberaciéon de SMR e INM mediante la determinacién de
la difusién a través de una membrana de acetato de celulosa.

5.1.1. SISTEMAS PORTADORES DE FARMACOS

Un sistema portador de farmacos de farmacos puede definirse como un dispositivo o una
formulacién capaz de introducir una sustancia terapéutica dentro del organismo, de modo que
incremente su seguridad y eficacia. El aumento en la eficacia puede ser ocasionado por una mayor
localizacion del IFA en el sitio de accion,3-6 por mejoras en la biodisponibilidad del farmaco 79 y
duracién sostenida de la acciéon del mismo.10-12 Los sistemas de liberacién sostenida han sido
ampliamente estudiados por varias décadas y se han logrado importantes beneficios en el area
farmacéutica.13-18 Un sistema de vehiculizacién que es capaz de producir un efecto terapéutico
prolongado, mediante la liberacion lenta de la sustancia terapéutica durante un periodo extendido
tras la administracién de una unica dosis, es considerado un sistema de liberacién sostenida. Los
mismos presentan varias ventajas, como menor frecuencia de administracién, menores efectos
adversos, niveles de absorcién estables de farmacos en la sangre y plasma, mejoras en el
cumplimiento del tratamiento por parte del paciente.!2

5.1.2. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE LA LIBERACION DE
FARMACOS A PARTIR DE DISPERSIONES ACUOSAS

El dispositivo recomendado por la FDA, para la determinacién de la velocidad de liberacién de
dispersiones acuosas, son las celdas de difusiéon de Franz. En general, se recomienda el uso de seis
celdas, pero para algunos sistemas se menciona el uso de tres o de s6lo una. La celda de difusion de
Franz vertical (Figura 5.1) consiste en un compartimento donor y un compartimento receptor,
separados por una membrana. El compartimento donor contiene la preparacion farmacéutica y el
compartimento receptor alberga al medio de recepcién.
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Para los ensayos de determinacién de la liberacién, normalmente se utilizan membranas
artificiales, las cuales deben permitir la rapida difusién del ingrediente activo hacia el
compartimento receptor a medida que es "liberado” de la formulacién y no debe ser limitante de la
velocidad de difusién. El compartimento receptor debe presentar agitaciéon constante para asegurar
la uniformidad de la difusién y la homogeneidad de la concentracién del farmaco. La difusién es
dependiente de la temperatura, por lo tanto el compartimento receptor debe mantenerse a
temperatura constante. Al llevar a cabo el experimento, se deben extraer muestras del
compartimento receptor a diferentes intervalos de tiempo.2

Fase Donora "j]
iRy

Compartimento g™ '.‘\\
s
Donor G 14

Membrana =¥

. Lig BN
Circulacion { s
P 5

de calor ‘ RN - Tl

-~/ Compartimiento
. Receptor

—
Agua ""’\\_“ p- Barra

i, /
S S
-
I
froee
i
A
L1
o
\
\
\ N
,

magnética

Figura 5.1. Celda de Difusion de Franz vertical utilizadas para estudios de liberacion de dispersiones
acuosas.

5.1.3. SISTEMAS PORTADORES DE FARMACOS A PARTIR DE SISTEMAS BINARIOS Y
TERNARIOS

5.1.3.1. TRANSPORTE DE FARMACOS A PARTIR DE COMPLEJOS DE INCLUSION CON
CICLODEXTRINAS

Las CD presentan caracteristicas estructurales unicas. Por un lado, poseen un exterior hidrofilico
que les confiere solubilidad acuosa y, por el otro, poseen una cavidad interna hidrofébica que les
provee un microambiente donde alojan moléculas completas o una parte apolar de las mismas, para
formar complejos de inclusién.l® Las CD y sus derivados pueden modificar la velocidad de
liberacion de farmacos, a través de diferentes vias de administracion, asi como pueden servir como
potentes vehiculizadores de IFA en formulaciones de liberacién inmediata y prolongada.2® Existen
diferentes explicaciones para el efecto modulador en la vehiculizacién de farmacos, que presentan
las CD, mediante la formacién de complejos. Constantin et al. establecieron que compuestos que
forman complejos de inclusion fuertes, muestran valores de tiempo de retencién del IFA mayores,
mientras que aquellos que forman complejos mas débiles exhiben valores mas bajos, es decir que la
velocidad de liberacion de un farmaco se encuentra controlada principalmente por la disociacién de
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la molécula huésped de la cavidad de la CD.2! Por su parte, Loftsson afirmé que las velocidades de
formacién y disociaciéon de los complejos [FA/CD son muy cercanas a los limites del control de
difusién, ya que los complejos estan continuamente formandose y disocidandose. Las membranas
biolégicas normalmente poseen un exterior hidrofilico y un interior lipofilico y, adyacente a la
superficie de las mismas, existe una capa estatica de agua que actia como barrera para firmacos de
difusién rapida. Existen evidencias en la literatura que CD pueden, bajo ciertas condiciones,
incrementar la difusion de compuestos lipofilicos a través de esta barrera acuosa.2?
Consecuentemente, la presencia de los complejos hidrosolubles, en la superficie hidratada del
epitelio, con frecuencia lograra incrementar la biodisponibilidad del farmaco disuelto,
especialmente si el mismo es lipofilico y de baja solubilidad acuosa.23 Ademas, la lipofilicidad
relativa de la membrana posee baja afinidad hacia las moléculas hidrofilicas de CD, por lo que las
mismas permaneceran en el exterior acuoso de la membrana, en el vehiculo acuoso del sistema o en
los fluidos acuosos, como la saliva o las lagrimas.19 Matsuda et al. sugieren que el efecto en el
incremento de la liberacién de farmacos por las CD hidrofilicas puede explicarse mediante el
aumento en la actividad termodindmica de los IFA en el vehiculo.6 Por el contrario, las CD
hidrofébicas pueden retardar la liberacion de los farmacos a partir del vehiculo. Como ejemplo,
Umemura et al. y Tomono et al. reportaron que la velocidad de liberaciéon de nitroglicerina fue
acelerada mediante la complejacidn con dietil-f3-ciclodextrina (hidrofilica) y retardada mediante la
complejacién con 3-CD (hidrofébica).10.24 Los resultados obtenidos por Higashi et al. indicaron que
agregados supramoleculares de insulina pegilada, con a- y y-CD, produjeron un efecto de liberaciéon
prolongada de este [FA.25 Por su parte, Fernandes et al. reportaron que la liberacién de nicardipina
fue sustancialmente retardada mediante la acomplejacién con triacetil-fR-ciclodetrina (hidrofilica).26

5.1.3.2. TRANSPORTE DE FARMACOS A PARTIR DE LA FORMACION DE SALES

La formacién de sales es una técnica bien establecida para el incremento de la velocidad de
disolucion y consecuentemente, de la biodisponibilidad oral de moléculas activas pequeiias, ya que
al facilitar la disolucién de las mismas, en el ambiente acuoso del tracto gastrointestinal, resulta un
proceso favorable para compuestos que, de otra manera, sufririan la falta de exposicién a las
membranas responsables de la absorcién.2” Si bien se espera que las sales presenten velocidades de
liberacion mayores que las de los farmacos acidos o bases débiles libres, también existen
situaciones en las que las sales retardan la liberacion en condiciones fisioldgicas.28

MEG es capaz de interaccionar con compuestos acidos débiles, por lo cual se la ha utilizado
para la obtencién de sales de IFA poco solubles en agua, habiendo demostrado incrementar la
velocidad de liberacién 29-31 de moléculas con propiedades acidas débiles, como aceclofenac y
diclofenac.32 Frezard et al. reportaron un efecto de liberacién sostenida de antimonio mediante la
vehiculizacién como antimoniato de MEG con £3-CD.29 A su vez, sistemas ternarios amorfos de
celecoxib, polivinilpirrolidona y MEG presentaron una rapida disolucion.3! Asi como también,
dispersiones solidas basadas en nanoemulsiones, conteniendo MEG como alcalinizante,
incrementaron la liberacion inicial de aceclofenac en medio gastrico simulado.32 Sumado a lo
anterior, es importante destacar que existen pocos datos en la literatura acerca del efecto
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concerniente a MEG en la liberacién de farmacos. Por este motivo, resulta de interés evaluar la
influencia de MEG sobre el transporte y liberacion de SMR.

5.1.3.3. TRANSPORTE DE FARMACOS A PARTIR DE LA FORMACION DE COMPLE]OS
TERNARIOS CON CICLODEXTRINAS

El efecto modulador de la liberacion por parte de CD, puede ser modificado mediante el uso de un
componente ternario apropiado, tal como la incorporacién de polimeros al medio de
complejaciéon,3033  la ionizacién del farmaco y formacion de sales,34-36 o la adiciéon de sales
organicas.?3 Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que complejos ternarios de
HP-13-CD, trietanolaminas y acetazolamida en estado so6lido presentaron incrementos en la
velocidad de liberacién del IFA.37 Mura et al. desarrollaron complejos ternarios de HP-f3-CD con
aminodcidos para la liberacién rapida de naproxeno a partir de formulaciones sélidas,35> mientras
que Sajeesh et al. desarrollaron hidrogeles con microparticulas conteniendo insulina acomplejada
con M-13-CD para la vehiculizacion del IFA por la via oral.38 La formacion de complejos ternarios de
itraconazol con HP-3-CD y el polimero Soluplus®, demostraron ser formulaciones apropiadas para
la liberacién rapida del farmaco.? Complejos ternarios de zaloplon, con hipromelosa y 3-CD o
M-BCD presentaron una liberacion mas inmediata del IFA respecto a los correspondientes
complejos binarios con ambas CD.39

Ante lo expuesto, resulta de interés poder evaluar la eficacia de MEG, como un componente
ternario en complejos de farmacos, con caracter de acidos débiles, con CD y su efecto sobre la
liberacion de los IFA.

5.1.4. TRANSPORTE DE FARMACOS A PARTIR DE SISTEMAS
NANOESTRUCTURADOS

Durante las recientes décadas varios sistemas coloidales han sido investigados como portadores de
diferentes IFA. Una de las propiedades mdas importantes de un sistema portador de firmacos
nanoestructurado es el perfil de liberacién, el cual describe como el IFA difunde hacia el exterior del
transportador coloidal luego de la administracion.#? Varios sistemas lipidicos, tales como
microemulsiones,*!-44 nanoemulsiones,1632 y liposomas#*5-48 han sido recientemente aplicados para
la vehiculizacién de farmacos por diferentes vias de administracion.4?

5.1.4.1. TRANSPORTE DE FARMACOS A PARTIR DE MICROEMULSIONES

Recientemente, las microemulsiones han sido aplicadas para el transporte de diferentes farmacos
lipofilicos.#050 Las mismas proveen diferentes perfiles de liberacién, dependiendo de las
propiedades fisico-quimicas de los componentes, tales como la lipofilicidad de la fase oleosa, los
coeficientes de particion de los farmacos y el tipo de surfactante utilizado; de la estructura interna
de la microemulsion [agua en aceite (W/O) o aceite en agua (0/W)]; asi como de las interacciones
entre el IFA y el vehiculo.5152 Ademas, mediante la elecciéon adecuada de las proporciones de la fase
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oleosa y los surfactantes que la componen, las ME pueden proveer liberaciéon controlada de
farmacos.>2 Montenegro et al. observaron que la liberacién de octilmetoxicinamato, un filtro UVB
ampliamente utilizado, a partir de ME, utilizando diferentes fases oleosas y emulsificantes,
experimentd la influencia tanto por la lipofilicidad como de la estructura de los lipidos utilizados.52
Padula et al. reportaron un efecto de retencion de levotiroxina de sodio tras su vehiculizaciéon en
ME para la administracién transdérmica.>3 La liberacién de paclitaxel, a partir de ME compuestas
por capriol 90, tween y agua fue mayor en comparacién con la dispensa del firmaco en solucién y a
partir de suspensiones.16

5.1.4.2. TRANSPORTE DE FARMACOS A PARTIR DE LIPOSOMAS

Los liposomas son vesiculas microscopicas compuestas por una o mas capas lipidicas encapsulando
compartimentos acuosos.5* Recientemente, estos sistemas han sido utilizados para mejorar el
efecto terapéutico de farmacos, ya que se considera que la mayoria de las formulaciones de
liposomas reducen la toxicidad y que, en alguna medida, aumentan la concentracion de los IFA en el
sitio de accidn. Las formulaciones actuales, conteniendo liposomas, inhiben la rapida eliminacién
biologica de las mismas a través del control de su tamafio, de su carga y de su hidrataciéon
superficial.>> Debido a su caracter bifasico, los liposomas son capaces de actuar como
transportadores, tanto de IFA hidrofilicos como lipofilicos. Los farmacos, dependiendo de sus
caracteristicas de solubilidad y de particién, pueden localizarse en diferentes regiones del ambiente
liposomal y asi, exhibir distintas propiedades de encapsulacién y liberacion. Los IFA altamente
lipofilicos son encapsulados principalmente dentro de la bicapa de los liposomas y, al presentar
baja solubilidad acuosa, la pérdida de farmaco encapsulado durante el almacenamiento es minima.
Debido a su alta biocompatibilidad, los liposomas han sido utilizados como sistemas de
vehiculizacidn de diversos IFA.5¢ Tsukamoto et al. desarrollaron liposomas para la vehiculizacién de
bromfenac en gotas oftalmicas, observando la liberacién sostenida del fArmaco por varias horas.56
Crielaard et al. obtuvieron un efecto de liberaciéon continua de colchicina, a partir liposomas
PEGilados hidrolizables.5” Por su parte, Mura et al. indicaron que a partir de formulaciones
liposomales de benzocaina observaron un efecto de liberacion sostenida y un efecto anestésico mas
intenso del IFA.58

5.1.5. TRANSPORTE DE FARMACOS INCORPORADOS EN SISTEMAS BINARIOS A
PARTIR DE SISTEMAS PORTADORES NANOESTRUCTURADOS

5.1.5.1. TRANSPORTE DE FARMACOS A PARTIR DE MICROEMULSIONES
CONTENIENDO 3-CD, M-3-CD, HP-3-CD Y MEG.

La interaccion de farmacos con microemulsiones, en combinacién con CD o MEG, puede mejorar
favorablemente las propiedades indeseadas de ingredientes farmacoldgicamente activos, pudiendo
incrementar los beneficios que presentan los sistemas por separado. Ademads, la adicién de
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ligandos, como cosurfactantes en ME, puede modificar la estabilidad y la estructura de los sistemas
permitiendo reducir su dosis.5® Sin embargo, los datos presentes en la literatura acerca del
comportamiento de liberaciéon de fArmacos incorporados a este tipo de sistemas combinados, son
escasos y se limitan a la incorporacidn de algunas CD, mientras que estudios de ME en presencia de
MEG no han sido reportados adn. Entre ellos, Dalmora et al. informaron que complejos de
piroxicam con f3-CD incorporados a ME, compuestas por bromuro de hexadeciltrimetilamonio,
isopropil miristato y solucién reguladora de pH, produjeron un efecto de reservorio sobre la
liberacién del fArmaco.69 Richter et al. realizaron estudios de difusidn, a través de una membrana de
celulosa, de androstenediona contenida en ME con la adicién de HP-y-CD como co-surfactante,
observando una disminucién de un 20% en la difusiéon del IFA; mientras que a partir de la ME
solamente, la difusién comenzé luego de 300 min.6! Es importante recordar que en el capitulo III
fueron expuestas las ventajas de la combinaciéon de microemulsiones con 3-CD, M-f3-CD, HP-3-CD y
MEG como estrategia para la vehiculizacién de SMR e INM, observandose incrementos significativos
de la solubilidad acuosa de los farmacos con todas las ME, conteniendo los ligandos, principalmente
al incorporar MEG al 5% agua y £3-CD al 1,8% en SRF 8 para SMR (35,6 mg/mL) e INM (73,1
mg/mL), respectivamente. Ademas, fue posible la obtencién de regiones isotrépicas mayores y los
estudios de conductividad y DLS indicaron que los ligandos no modificaron la microestructura
interna de las ME. En base a ello, resulta de interés examinar el efecto de estas formulaciones sobre
la liberacion de SMR e INM, ya que las mismas aportan importantes beneficios para la
vehiculizacidn de los farmacos.

5.1.5.2. TRANSPORTE DE FARMACOS A PARTIR DE LIPOSOMAS CONTENIENDO
3-CD, M-3-CD, HP-13-CD Y MEG.

La estrategia de combinacién de liposomas y complejos de farmacos lipofilicos con ciclodextrinas
mediante la formacién de farmaco-en-ciclodextrinas-en-liposomas (FCL) permite alojar fArmacos
escasamente solubles en agua dentro de la fase acuosa de las vesiculas mediante su complejacion
con CD, pudiendo incrementar la proporciéon de masas farmaco-lipido a niveles superiores de los
alcanzados mediante la incorporacién convencional de farmacos dentro de la fase lipidica.*”62 En
las ultimas décadas, numerosas publicaciones, acerca de estos sistemas y su efecto sobre la
liberacién in vitro han sido expuestos en la literatura. Piel et al. reportaron que la cinética de
liberacion de fimetasona, a partir de liposomas conteniendo HP-y-CD, HP-3-CD y M-3-CD, de
diferentes grados de metilacion presentd una relacion directa con la eficiencia de encapsulacidn, asi
como que HP-3-CD produjo una liberaciéon mas lenta del farmaco.63 Maestrelli et al. observaron un
efecto prolongado en la liberacidn de ketoprofeno a partir de liposomas compuestos por FC y COL
conteniendo HP-R-CD.64 Asi mismo, la liberacidn de prednisolona, desde liposomas compuestos por
FC y COL conteniendo HP-f3-CD, presentd una buena retencién del farmaco.65 En el capitulo IV
fueron presentaros los resultados obtenidos con los sistemas FCL preparados por el método de
deshidratacion-rehidratacion, los cuales permitieron encapsular cantidades altas de los IFA,
principalmente al utilizar MEG e HP-3-CD, para SMR (5636,28 mmol/mol) e INM (439,54
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mmol/mol), respectivamente. Ademas, las vesiculas permanecieron estables en presencia de los
farmacos encapsulados y tras la incorporaciéon de 3-CD, HP-3-CD y MEG. Considerando estos
resultados, es importante evaluar la liberacion de los IFA a partir de las formulaciones, debido a que
es una propiedad del sistema fundamental para alcanzar la eficacia terapéutica.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. MATERIALES

Sulfamerazina e Indometacina fueron adquiridos de Parafarm®, Argentina. Meglumina fue
proporcionado por Sigma Aldrich®, USA; 2-CD (PM = 1135), M-3-CD (PM = 1190) e HP-3-CD
(PM = 1325) fueron cordialmente donados por Ferromet® (agente en Argentina de Roquette®).
Para la preparacion de las ME se utilizaron Fosfatidilcolina de soja (FCS), (Degussa Texturants,
Alemania); Polioxietilenglicerol trihidroxiestearato (PEG)-40 (Eumulgin® HRE 40) (EU) (nimero
CAS 61788-85-0, proporcionado por Pharma Special, Sdo Paulo, Brazil) y Oleato de Sodio (OS) como
sistema de surfactantes (S). El oleato de sodio fue obtenido mediante la reacciéon estequiométrica
de acido oléico con NaOH 1M durante 30 min. El precipitado formado fue filtrado y lavado con 3
porciones de acetona de 100 mL cada una. La fase oleosa (O) fue constituida por Aceite de Soja (AS)
(Liza®), mientras que la fase acuosa (W) fue conformada por Agua o Solucién Reguladora de pH
conteniendo Fosfatos (SRF). Fosfatidilcolina (FC) y colesterol (COL), para la preparacién de los
liposomas, fueron proporcionado por Sigma Aldrich®, USA. Todos los materiales y solventes
utilizados fueron de grado analitico. El agua purificada fue obtenida mediante un sistema de
purificaciéon Millipore Milli-Q.

5.2.2. DISENO EXPERIMENTAL

5.2.2.1. ENSAYOS DE LIBERACION IN VITRO

Los experimentos de liberacion fueron realizados usando de celdas de difusidon de Franz verticales
MicroettePlus® con extracciéon automadtica de muestras, a 37 + 2 °C y con una velocidad de
agitacion de 300 rpm (Hanson Research Corporation®) (Figura 5.2), utilizando membranas de
acetato de celulosa con tamafio de poro de 0,45 um y un area de exposicion de 1,77 cm? (Sigma
Aldrich®, USA). Formulaciones acuosas (0,3 mL) de SMR e INM puras dispersas en SRF (utilizadas
como control), de los complejos binarios o ternarios, en relaciones estequiométrica 1:1 o 1:1:1 (ver
Capitulo II), o de los farmacos incorporados en ME1.s (ver Capitulo III); liposomas FC:COL, 1:1; 2:1;
3:1 o FC (ver Capitulo 1V); y MEs o Liposomas FC:COL 3:1 conteniendo 3-CD al 1,8%; M-3-CD al
12%; HP-13-CD al 2,5 % o MEG al 5%, obtenidos mediante la metodologia DRV (ver Capitulo [Vy V,
respectivamente). Las cantidades de los farmacos fueron las correspondientes a las de la dosis oral
en 250 mL, manteniéndose concentraciones de 200 pg/mL. Se utilizé una solucién reguladora de
fosfatos (SRF) 0,01 M de pH 7,4 como medio de difusién en los compartimento donor y receptor.
Las muestras fueron extraidas del compartimento receptor en un volumen de 2 mL a intervalos
fijos y el volumen extraido fue remplazado automdaticamente con un volumen igual de SRF
previamente termostatizado. Las concentraciones de los farmacos fueron determinadas
espectrofotométricamente a 240 y 225 nm para SMR e INM, respectivamente. Con el fin de
monitorear el cumplimiento de la condicién de sumidero durante los experimentos, fue calculada la
relaciéon entre la concentraciéon de farmaco en los compartimentos receptor y donor a todos los
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tiempos, considerando apropiado un cociente menor a 0,1. Cada ensayo fue realizado al menos por
triplicado y los resultados representan el promedio experimental con su la desviacion estandar.

Fgura 5.2. Aparato de celdas de difusion de Franz verticales MicroettePlus® con exfraccion automdtica
utilizado para realizar los ensayos de Iliberacion in vitro.

5.2.2.2. ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias significativas de los cambios inducidos en la liberacién de los IFA, debido a la
incorporacion en los sistemas de vehiculizacion, fueron inferidas utilizando el andlisis de la
varianza (ANOVA) de una via. Los resultados fueron considerados estadisticamente diferentes

cuando p < 0,05.
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3. ENSAYOS DE LIBERACION IN VITRO

Los experimentos de liberacion fueron realizados usando de celdas de difusidon de Franz verticales
con extraccion automatica de muestras, a 37 * 2 °Cy con una velocidad de agitaciéon de 300 rpm.
En todos los casos, los cocientes entre las concentraciones del farmaco en el compartimento
receptor y donor, a todos los tiempos, fueron iguales o menores a 0,1, indicando que se
mantuvieron las condiciones de sumidero durante todo el procedimiento, asi como los valores
bajos de desviacién estdndar demostraron la buena reproducibilidad del método.

5.3.1. LIBERACION DE SMR E INM A PARTIR DE COMPLE]JOS BINARIOS CON CD Y
MEG

La habilidad de CD y MEG como portadores de SMR e INM y para sostener su liberacion fue
evaluada. En general, los complejos mostraron una liberacién sostenida de los farmacos (Figura
5.3). También, se observé que las formulaciones conteniendo CD o MEG exhibieron una menor
difusion a través de la membrana de acetato de celulosa en comparacion con los IFA puros. Estos
resultados sugieren que SMR e INM fueron receptados por las CD y ademas, SMR por MEG, para ser
luego liberados lentamente. A su vez, las CD y MEG condujeron a una menor liberacién en
comparaciéon con los farmacos puros. Por este motivo, tanto las CD como MEG permiten una
liberacion controlada de los farmacos.
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Figura 5.3. Pertiles de liberacion in vitro de: a) SMR e b) INM, a partir de la formulacion control ®m); o el
complejo binario 1:1 con 5-CD (@);M-5-CD (V );HP--CD (A ) o MEG (solo SMR) (Q); (cada valor
representa el promedio + 8.D. de n = 5).
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5.3.2. LIBERACION DE SMR PARTIR DE COMPLEJOS TERNARIOS CON CD Y MEG

La capacidad de los complejos ternarios de SMR para transportar y sostener la liberacidon del
farmaco fue determinada. El andlisis de los resultados presentados en la Figura 5.4 indicé la
existencia de un efecto de retencién adicional producido por la presencia de MEG en los complejos
ternarios con £3-CD y M-3-CD, permitiendo una liberacién mas sostenida que la que presentaron los
correspondientes complejos binarios. En contraste, el complejo SMR:HP-8-CD:MEG mostr6 una
difusién apreciablemente mayor comparada con la del complejo SMR:HP-f3-CD, proveyendo un
incremento en la liberacién del farmaco. En la Seccién 5.1.4 fueron expuestas diferentes teorias
respecto a diferencias en el efecto modulador de la liberacién producido por las CD. En base aello 'y
a los resultados obtenidos, el comportamiento diferente observado para el complejo ternario con
HP-23-CD puede ser explicado, tanto por la baja eficiencia de complejacién (K¢t =7 + 3 M-1) de SMR
con HP-13-CD en SRF de pH 8 (como fue revelado mediante los ASF, en la Seccién 2.3.1.1.1.), en
comparacién con los complejos ternarios con 3-CD (15 + 4 M-1) y M-R3-CD (88 + 9 M-1), en los cuales
se observo un efecto de retencion del IFA, sino también por las propiedades hidrofilicas de HP-13-CD
que incrementan la actividad termodinamica del fairmaco en el sistema y consecuentemente,
favorece el transporte del mismo a través de la membrana.
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Figura 5.4. Perfiles de liberacion in vitro de SMR (V ); del sistema SMR:MFEG (®); de los complejos

binarios SMR:CD (W ); y de los complejos ternarios SMR:CD:MEG #); para a) 8-CD; b) M-8-CD;
¢) HP-B-CD. (cada valor representa el promedio + S.D. de n = 3).

Pdgina 171 de 224



Tesis Doctoral Lic. Carolina Aloisio, Departamento de Farmacia, FCQ, UNC.

5.3.3. LIBERACION IN VITRO DE SMR E INM A PARTIR DE MICROEMULSIONES

Los perfiles de liberaciéon de SMR e INM a partir de las ME1.s fueron evaluados mediante la
determinacion de la difusion a través de la membrana de acetato de celulosa y son presentados en
la Figura 5.5. Se observo una apreciable potenciacion de la difusién de SMR a partir de las ME 3,4 y
5, alcanzando un incremento del doble con MEs luego de las 4 h. Los perfiles de liberaciéon de INM a
partir de las ME fueron similares entre ellos, observandose un ligero efecto de retencién con
respecto a la formulacion control. Estos resultados pueden explicarse mediante las diferencias en
los coeficientes de particion de ambos farmacos (ver Seccion 3.3.1.4), siendo que INM es altamente
hidrofébica presentdé mayor afinidad por la fase oleosa, encontrando mayor impedimento para su
liberacion. La capacidad de retencion de INM en la fase oleosa fue también evidenciada por la
mayor incorporaciéon de INM dentro de las ME (Seccién 3.3.1.5). Por su parte, el incremento en la
difusion de SMR se debe a las propiedades solubilizantes de las ME, ya que se observé que las ME 4
y 5, las cuales contienen los mayores porcentajes de fase oleosa produjeron el mayor porcentaje de
liberacion de SMR.
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Fgura 5.5. Ferfiles de liberacion in vitro de: a) SMR e b) INM, a partir de la formulacion control m); de

ME; (®); de ME, (A); de ME; (V); de ME; () o de MEs W) (cada valor representa el promedio
+8.D. den=3).

5.3.4. LIBERACION IN VITRO DE SMR E INM A PARTIR DE MICROEMULSIONES EN
PRESENCIA DE LIGANDOS

La liberacion y transporte in vitro de SMR e INM a partir de la MEs conteniendo soluciones acuosas
de 3-CD al 1,8%; M-13-CD al 12%; HP-3-CD al 2,5 % o MEG al 5%, incorporados en la fase acuosa de
la ME fue estudiada mediante la evaluacion de la permeabilidad a través de la membrana artificial
(Figura 5.6). En los perfiles de liberacién de las ME conteniendo MEG o M-3-CD se observd un
apreciable incremento de la cantidad liberada de los farmacos, obteniéndose valores de 100% y
90% y alcanzando un amesetamiento a las 2 y 10 h, para las ME conteniendo SMR o INM,
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respectivamente, lo que podria deberse al efecto solubilizador de los ligandos que aumentan la
actividad termodindmica de los IFA y facilitan la penetracién de la droga a través de la capa estatica
de agua adyacente a la membrana. Los resultados indicaron que el efecto combinado de ME con CD,
principalmente con M-3-CD, o con MEG, producen una liberacién mas rapida de los farmacos
hidrofébicos, acelerando su difusién a través de la capa estatica de agua adyacente a las
membranas.
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Figura 5.6. Pertiles de liberacion in vitro de: a) SMR e b) INM, a partir de la formulacion control m);
ME5s en ausencia de ligandos (®); MEs conteniendo 5-CD (A );M-5-CD (V );HP-5-CD (); o MEG (solo
SMR) (W) incorporados en la fase acuosa (cada valor representa el promedio + 8.D. de n = 5).

5.3.5. LIBERACION IN VITRO DE SMR E INM A PARTIR DE LIPOSOMAS

La capacidad de los liposomas para transportar y liberar los IFA fue evaluada a partir de la
determinacion de la difusiéon de los farmacos contenidos en liposomas FC:COL, 1:1; 2:1; 3:1 y FC
suspendidos en SRF de pH 7,4, a través de una membrana de acetato de celulosa a 37 °C. Los
perfiles de liberaciéon de ambos IFA, incluidos en los diferentes liposomas, fueron similares entre
ellos, observandose un fuerte efecto de retencién con respecto a la formulacién control, indicando
que los sistemas evaluados permiten la liberacion sostenida de ambos IFA, independientemente de
la proporciéon de FC y COL utilizada.
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Figura 5.7. Pertiles de liberacion in vitro de: a) SMR e b) INM, a partir de la formulacion control m); de
LIPFC:COL 1:1 (8); FC:COL 2:1 (A );FC:COL 3:1 (V ); FC (Q)(cada valor representa el promedio + S.D. de
n=3).

5.3.6. LIBERACION IN VITRO DE SMR E INM A PARTIR DE LIPOSOMAS EN
PRESENCIA DE LIGANDOS

La liberacién y transporte in vitro de SMR e INM a partir de liposomas FC:COL 3:1, en presencia de
soluciones acuosas de 3-CD al 1,8%; M-3-CD al 12%; HP-3-CD al 2,5 % o MEG al 5% fue estudiada
mediante la evaluacién de la difusién a través de una membrana sintética (Figura 5.8). Los
liposomas conteniendo SMR, en presencia de las CD menos hidrofilicas (3-CD y M-3-CD),
presentaron un comportamiento similar al de la formulacién en ausencia de ligandos, observandose
un efecto de retencion de 0 a 6 h respecto a esta dltima. Del mismo modo, los liposomas
conteniendo INM, en presencia de las tres CD, exhibieron un fuerte efecto de retenciéon en
comparacion con el sistema de liposomas FC:COL 3:1 sin ligandos. Por otro lado, los perfiles de
liberacién de SMR a partir de los liposomas conteniendo HP-f3-CD o MEG presentaron mayores
porcentajes de liberacion del farmaco, alcanzando valores cercanos al 40% a las 6 h. Estos
resultados concuerdan con los observados para los complejos binarios de ambos IFA y ternarios de
SMR con estas CD, indicando una fuerte influencia de los ligandos sobre la liberaciéon de los
farmacos vehiculizados en este tipo de sistemas.
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Figura 5.8. Ferfiles de liberacion in vitro de: a) SMR e b) INM, a partir de la formulacion control ®m); de
Liposomas FC:COL 3:1 en ausencia de ligandos (®); conteniendo 5-CD (A ); M-5-CD (V ); HP-5-CD

(Q); 0 MEG (sélo SMR) (» ) incorporados en la fase acuosa (cada valor representa el promedio + S.D.
den = 5).
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5.4. CONCLUSIONES PARCIALES

Los estudios de liberacion in vitro demostraron que los complejos binarios con 3-CD, M-3-CD,
HP-3-CD y MEG produjeron una disminucién en la tasa de transporte a través de la membrana de
acetato de celulosa, permitiendo la liberacién sostenida de los farmacos. Los sistemas ternarios con
3-CD y M-13-CD produjeron un efecto de retencion adicional, mientras que el sistema ternario con
HP-3-CD y MEG increment6 apreciablemente la liberacion de SMR, mostrando que los complejos
ternarios fueron superiores a los binarios en términos de modulacién de la liberacion.

Por otro lado, las ME fueron capaces de incrementar el indice de liberacién de SMR,
observandose una gran ventaja de la estrategia de combinaciéon de CD o MEG con ME, ya que la
presencia de MEG, 3-CD y M-f3-CD incrementé significativamente la cantidad de los firmacos
liberada alcanzando valores del 95 al 100%, lo que se debe al aumento de solubilidad producido
por los ligandos, que facilita la penetracion del firmaco a través de la capa estatica de agua. Los
liposomas FC:COL produjeron un fuerte efecto de retencién de los IFA permitiendo la liberacion
sostenida de los mismos. Por otro lado, los efectos de los ligandos presentes en los liposomas
FC:COL 3:1, sobre la liberacion de los farmacos, concuerdan con los observados para los
correspondientes complejos binarios, indicando una fuerte influencia de los mismos sobre sobre la
liberacidon de los IFA vehiculizados en liposomas.

Considerando que en la terapéutica, en algunas ocasiones, puede requerirse un efecto de
retencion en la liberacién del [FA y, en otras, el aumento de esta ultima, es importante destacar que
las estrategias de formulacién estudiadas otorgan robustez para la modulacién de la liberacién de
los farmacos. De esta manera, las formulaciones estudiadas demostraron ser promisorias para
aumentar la biodisponibilidad de farmacos, con un costo accesible y facilidad de preparacion,
permitiendo la vehiculizacion de IFA escasamente solubles en agua.
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“Capitulo VI: “Estudios de permeabilidad a través de membranas artificiales’

6.1. INTRODUCCION

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (SCB) es un lineamiento cientifico para la clasificacion
de farmacos en base a su solubilidad acuosa y su permeabilidad intestinal, los cuales son factores
fundamentales que afectan la biodisponibilidad oral de farmacos.! El objetivo del presente capitulo
fue desarrollar un método rapido, eficaz, reproducible y de bajo costo para la prediccién apropiada
de la permeabilidad de farmacos con caracteristicas estructurales diversas y que son absorbidos
por un mecanismo de difusién pasiva, que facilite la evaluacién del comportamiento que tendra un
producto farmacéutico de acuerdo al SCB. Para ello, se realizaron ensayos de permeaci6n utilizando
celdas de Franz horizontales bicompatimentales, empleando una membrana artificial bio-mimética.
Ademas, el experimento fue llevado a cabo con 14 farmacos, de los cuales se conocen los datos de
fraccion de dosis absorbida en humanos (Fa%), para establecer una correlaciéon entre los
coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) obtenidos experimentalmente, asi como de los Fa%
determinados in vivo, con la finalidad de evaluar la aplicabilidad y eficacia del método para la
prediccion de la permeabilidad de firmacos que son absorbidos por un mecanismo de difusiéon
pasiva. Posteriormente, se evalud la permeabilidad de SMR e INM con el objetivo de clasificar estos
farmacos de acuerdo al SCB, y a partir de ello, se evalué el efecto de los complejos binarios y
ternarios, de microemulsiones y liposomas, previamente estudiados, sobre la permeabilidad de los
mismos.

6.1.1. PERMEABILIDAD INTESTINAL DE FARMACOS

La determinacion de la permeabilidad intestinal de IFA ha sido extensamente utilizada, ya que
constituye uno de los principales factores que gobiernan tanto la tasa como la extension de la
absorcion en humanos (Fabs) de los mismos tras la administraciéon oral. Numerosas investigaciones
cientificas han establecido la existencia de una buena correlacion entre la permeabilidad en yeyuno
humano (Pes), determinada utilizando técnicas de perfusion intestinal de paso simple y la fracciéon
de dosis absorbida, a partir de una formulacién de liberacién inmediata, de disolucién rapida. La
mejor forma de determinar la Faps son los estudios farmacocinéticos de balance de masa, los cuales
presentan alta complejidad y alto costo, debido a que requieren ingredientes farmacol6gicamente
activos radiomarcados.

6.1.2. DIFUSION DE FARMACOS A TRAVES DE MEMBRANAS BIOLOGICAS

La membrana celular es una estructura anfipatica, compuesta fundamentalmente por una bicapa
lipidica y proteinas (Figura 6.1). Las tres clases principales de lipidos anfipaticos que la componen
son: fosfolipidos, glicolipidos y esteroides. La proporciéon de cada uno depende del tipo de célula
pero, en general, los fosfolipidos son los mas abundantes, siendo fosfatidilcolina un componente
fundamental. La disposicion de las cabezas polares hidrofilicas y las colas apolares hidrofébicas de
los fosfolipidos, dentro de la bicapa lipidica, previene la difusién a través de la membrana de solutos
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polares tales como aminoacidos, acidos nucleicos, carbohidratos, proteinas y iones y, en general,
permite la difusion pasiva de moléculas hidrofébicas.?

7

Carbohidrato
Glicolipido

Fosfolipido
(fosfatidilcolina)

Cabeza
hidrofilica

Cola
hidrofébica

Proteina
globular
integral

Regién intracelular Alfa-hexaproteina integral

Figura 6.1. Fstructura de la membrana celular.

La bicapa fosfolipidica, que posee en su estructura proteinas de membrana especificas,
permite la permeabilidad selectiva de moléculas mediante mecanismos de transporte pasivo y
activo.

Cuando el movimiento de sustancias a través de la membrana sucede por medio de un
equilibrio quimico o eléctrico, transcurre sin requerimientos de energia, pudiendo ocurrir por
medio de transporte pasivo, tal como una simple difusién via gradientes (via transcelular o
paracelular), o mediante difusidn facilitada, mediada por proteinas transportadoras. En otros casos,
es necesario el movimiento de sustancias en contra del gradiente quimico o eléctrico para mantener
las concentraciones apropiadas dentro de la célula o de las organelas. Este tipo de transporte
requiere de energia. Las células utilizan dos tipos de transporte activo, que requieren energia en
forma directa o indirecta, mediante el uso de ATP (Figura 6.2).2 A su vez, la difusién pasiva de IFA es
impulsada por concentraciones abundantes del mismo en el exterior acuoso de la membrana o en el
vehiculo acuoso del fdrmaco.3 Las formulaciones galénicas pueden optimizar la solubilidad de un
farmaco o mejorar la permeabilidad a través de membranas, incrementando asi la
biodisponibilidad del mismo.4-2
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Figura 6.2. Mecanismos de transporte celular

La base fundamental del SCB es la aplicacién de la primera ley de Fick, para el transporte a
través de una membrana, la cual establece que el flujo de un fAirmaco (masa/area/tiempo), a través
de la pared intestinal, es igual a la permeabilidad por la concentraciéon del IFA sobre la superficie de
la membrana. En términos generales, la misma se relaciona con el balance de masa local que debe
ocurrir para la absorcion de fAirmacos, el cual es pertinente a cada punto a lo largo de la membrana
intestinal. La permeabilidad, en general, depende de la posicién y del tiempo, y su dependencia esta
dada por la concentracién del IFA.

La prediccién tedrica de la extension de la absorcién puede llevarse a cabo, en base a este
balance de masa, resultando en la siguiente ecuacion:10

tres
Faps = (dOSiS-l)f f f Pes C dA dt
0 A

donde trses el tiempo de residencia del faArmaco en el lumen intestinal; A es el area de la membrana
intestinal; Pey es la permeabilidad efectiva del farmaco a través de la membrana; C es la
concentracion del firmaco en el lumen intestinal; y t es el tiempo.

En un experimento predictivo de la permeabilidad de un IFA es importante proveer
condiciones de sumidero durante el experimento, a fin de evitar efectos artificiales de saturacion.
La condicion de sumidero se cumple cuando la concentracion del firmaco en el medio liberado, no
excede el 10% de la solubilidad del mismo en este medio, bajo las condiciones experimentales a un
tiempo dado.!1
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6.1.3. METODOS PARA LA EVALUACION DE LA PERMEABILIDAD DE FARMACOS

La absorcidn intestinal de IFA es esencial para el éxito terapéutico de productos farmacéuticos que
son administrados por via oral. Con el creciente descubrimiento de nuevas entidades quimicas
farmacolégicamente activas ha surgido la necesidad de métodos fiables de screening para la rapida
evaluacion y prediccién de las propiedades biofarmacéuticas de dichas moléculas en etapas
tempranas de desarrollo.12 Los métodos para la determinacién de absorcién pueden ser modelos in
situ,*13.14 jn vivo,15-17 in silico,17-19 o in vitro,20-23 utilizados solos o en combinacion. A pesar de que la
utilizacion de modelos in vivo resulta mas eficaz para predecir la absorcion intestinal de farmacos,
los mismos no son capaces de satisfacer los requerimientos productivos de las industrias en
términos de estabilidad y productividad.2 Un método in vitro, ampliamente utilizado para evaluar la
absorcidén intestinal de IFA, es la utilizacién de cultivos de monocapas de células Caco-2,624-27 el cual
presenta la ventaja de que contempla tanto el transporte pasivo como el transporte activo. En
contraste, la utilizacidn de células Caco-2 es laboriosa y dificilmente puede aplicarse para screening
de alto rendimiento.28 Las técnicas in silico, basadas puramente en calculos computacionales de
ciertas propiedades fisico-quimicas de moléculas activas para estimar su potencial de absorcién,
resultan atractivas, pero su poder de prediccion en la actualidad es insatisfactorio.!2

Dado que la mayoria de las moléculas activas son absorbidas principalmente mediante
trasporte pasivo, el uso de membranas artificiales, que imiten las membranas biolégicas, ofrece una
estrategia de alto rendimiento y efectividad para establecer el potencial de absorcion de un farmaco
que es absorbido por este mecanismo.!3 El ensayo de permeabilidad de membranas artificiales
paralelas [Parallel Artificial Membrane Permeability Assay (PAMPA)] fue desarrollado para la
determinacion rapida de la permeabilidad pasiva de moléculas a través de una membrana (Kansy et
al, 1998).29 PAMPA consiste en filtros hidrofébicos, cubiertos de lecitina en una solucién de
solvente organico, siendo completamente artificial, sin poros ni sistemas de transporte activo.2829
La técnica ha recibido considerable atencién en la industria farmacéutica debido a que ofrece una
determinacion fisicoquimica simple de la permeabilidad de IFA con un bajo costo y un alto
rendimiento.830 Sin embargo, PAMPA presenta la desventaja de la imposibilidad de mantener las
condiciones de sumidero durante los experimentos de permeacion, debido al escaso volumen de los
compartimentos donores y receptores.12 El ensayo de permeabilidad utilizando celdas de difusion
de Franz es uno de los métodos mas comtinmente utilizados.1%15 por lo que constituye una técnica
simple, rapida y ttil para predecir la absorcién oral de farmacos con buena reproducibilidad y bajo
costo, si es utilizado junto con una membrana artificial bio-mimética apropiada. Ademas, el uso de
celdas de Franz presenta la ventaja de que la temperatura puede ser controlada y los
compartimentos donor y receptor presentan mayor volumen en comparacién con PAMPA, asi como
también es posible mantener las soluciones donora y receptora bajo agitaciéon continua,
permitiendo la conservacion de las condiciones de sumidero durante el experimento de
permeacion. Ademas, para evaluar la confiabilidad de un método predictivo de absorcidn in vitro, es
posible realizar una correlacion in vivo-in vitro.8122931 Por estos motivos, este método puede
constituir una técnica de rutina para el control de calidad de productos farmacéuticos en términos
de su absorcién oral, contribuyendo a reducir y/o remplazar el uso de animales en investigacion.
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6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. MATERIALES

Antipirina, atenolol, alopurinol, verapamilo, Kketoprofeno, propanolol, cloranfenicol,
hidroclorotiazida, furosemida, naproxeno, sulfamerazina e indometacina fueron adquiridos de
Parafarm®, Argentina. Aciclovir fue obtenido de ELEA®, Argentina y Cafeina, Teofilina y
carbamazepina fueron obtenidos de Unifarma®, Argentina. Meglumina, Lipoid ® S100 y Colesterol
fueron proporcionado por Sigma Aldrich®, USA; 3-CD (PM = 1135), M-3-CD (PM = 1190) e
HP-3-CD (PM = 1325) fueron cordialmente donador por Ferromet® (agente en Argentina de
Roquette®). Todos los materiales y solventes utilizados fueron de grado analitico. El agua
purificada fue obtenida mediante un sistema de purificaciéon Millipore Milli-Q.

6.2.2. DISENO EXPERIMENTAL

6.2.2.1. ESTUDIOS DE PERMEABILIDAD IN VITRO

Los experimentos de permeacién fueron llevados a cabo utilizando celdas de difusiéon de Franz
bicompatimentales, con un area de difusion activa de 1,44 cm? (Figura 6.3). Con el propdsito de
imitar las propiedades lipofilicas de las membranas bioldgicas, fueron utilizadas membranas de
éster de celulosa de 0,45 pum (Gamafilm S.A., Argentina) como soporte, las cuales fueron
impregnadas por inmersiéon durante 30 min, con una solucién al 10% w/w de 80% de Lipoid ®
S100 y 20% de Colesterol, dispersos en 2 mL de n-octanol (Tabla 6.1) y posteriormente fueron
montadas entre el compartimento donor y receptor.

Tapla 6. 1. Composicion de la membrana artificial utilizada en los
estudios de permeabilidad.

n-octanol (%): 90

Colesterol (%): 20

Lipidos (%): 10
pidos (%) Lipoid $100 (%): 80

Ambas fases fueron termostatizadas a 37,0 + 0,5 °C a ambos lados de la celda de difusién, a
través de un bafio de circulacion. Se utilizé una solucidn reguladora de fosfatos (SRF) 0,01 M de pH
7,4 como el medio de difusién en las celdas donora y receptora. Los farmacos, suspendidos en la
SRF en una concentracién equivalente a la mayor dosis 32 (Tabla 6.2) en 250 ml, fueron
introducidos en el compartimento donor. Las soluciones dentro de los compartimentos fueron
sometidas a agitacion mecanica a 14000 rpm (Auto Science®). Las muestras (2 mL) fueron
extraidas del compartimento receptor a intervalos de tiempo fijos, restituyendo el volumen
extraido con SRF previamente termostatizada.
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COMPARTIMENTO
= DONOR
Muestra

———> Membrana

~ COMPARTIMENTO
RECEFTOR
Buffer fosfato pH 7,4

W
Toma de muestras

Figura 6.3. Sistema utilizado para la determinacion de la permeabilidad utilizando celdas de Franz
bicompartimentales.

Las concentraciones de los IFA fueron determinadas espectrofotométricamente a longitudes
de onda especificas (Tabla 6.2), utilizando un espectrofotémetro UV visible Agilent Technologies ®
Cary 60. Todos los experimentos fueron realizados en triplicado.

Con el fin de monitorear el cumplimiento de la condicién de sumidero durante los
experimentos, fue calculada la relacién entre la concentracién de farmaco en los compartimentos
receptor y donor a todos los tiempos, considerando apropiado un cociente menor a 0,1. Los
coeficientes de permeabilidad aparente (P.,p) fueron calculados, a partir de la pendiente de la
porcion lineal inicial de los perfiles de permeacion, de acuerdo a la siguiente ecuacion, la cual deriva
de la primera Ley de Fick:

dQ \% (1)
Py = — X ————
PP = Gt X A.C,. 60

donde dQ/dt es la cantidad acumulativa de IFA permeado en funcién del tiempo (mg/min), V es el
volumen del compartimento receptor, A es el area de superficie de la membrana, Co es la
concentracion inicial de farmaco en el compartimento donor y 60 es el factor de conversion de
minutos a segundos.
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Tabla 6.2. Longitudes de onda (nm), mayores dosis orales (mg), coeficientes de permeabilidad aparentes
(Pypp), tracciones absorbidas (Fa%), pKa, porcentajes de ionizacion (%), carga y clasificacion de acuerdo al
Sistemas de Clasiticacion Biotarmacéutico (SCB) de los tirmacos seleccionados para la validacion de la

membrana.
Longitud Mayf)r Ionizacién
Farmaco deonda  dosis & . %Fa pKa or d Carga Permeabilidad
(nm) oral(mg)a (x10 cms ) %

Aciclovir 254 500 0,082+ 0,006 30 2,393 1,24 0 baja
Atenolol 274 100 0,29 £ 0,05 52 9,6 99,37 + baja
Furosemida 277 55 090 + 0,06 55 3,9 99,97 - baja
Hidroclorotiazida 276 2000 1,3 £+ 01 70 7972 71,53 - baja
Cloranfenicol 277 100 215 + 08 90 7,83 27,09 - alta
Alopurinol 251 100 0,64 £ 0,05 90 749 44,84 0 alta
Teofilina 272 100 1,9 £+ 05 97 3586 5,94 - alta
Naproxeno 291 500 23,7 + 0,3 98 4.6 99,84 - alta
Verapamilo 230 480 09 + 0,2 98 8,9 96,93 + alta
Carbamazepina 276 4000 33 £+ 3 100 15 0,00 0 alta
Propanolol 291 100 42 + 04 100 0,6;14 0,00 + alta
Cafeina 272 200 1,8 £+ 02 100 1,5 0,00 0 alta
Ketoprofeno 262 75 1,1 + 0,2 100 4,45 99,89 - alta
Antipirina 244 400 1,6 + 03 100 9,67 99,47 0 Alta

a Referencia bibliogrdfica de mayores dosis orales:32

b Referencias bibliogrdficas de datos de Fraccién de dosis absorbida:812:23.3233

¢ Referencias bibliogrdficas de datos de pKa:3*-37

4 Los % de Ionizacion fueron calculados utilizando la ecuacién de Henderson-Hasselbalch.
¢ Carga: de la molécula a pH 7,4 de acuerdo al % de ionizacidn y al pKa.

6.2.2.1.1. ESTUDIOS DE VALIDACION DE LA MEMBRANA

Con el objetivo de demostrar la aplicabilidad y eficacia de la membrana, para predecir la
permeabilidad de firmacos que son absorbidos por un mecanismo de difusiéon pasiva, fueron
evaluados 14 compuestos activos (Figura 6.4) de fraccion de dosis absorbida en humanos (Fa%)
conocida.812233233 [,os fArmacos fueron elegidos de acuerdo con la recomendacion de la FDA 37 de
representar un rango amplio de caracteristicas de absorcidn, que sean absorbidos por difusion
pasiva y que presenten estructuras, comportamiento acido base y solubilidades diversas para
evaluar la capacidad predictiva del modelo.8122432-38 [.a correlacion de %Fa y los valores de Papp,
obtenidos con el método desarrollado, fue realizada utilizando el modelo propuesto por Amidon et.
al. 1988, en base a la siguiente ecuacion:3!
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%Fa=(1-e4 -Par)y100 (2)

donde A es el coeficiente de correlacién entre los datos de %Fa y los Papp obtenidos mediante el
ensayo de permeabilidad.

3o b 0.0y

T
N
. Atenolol
Aciclovir Alopurinol Antlplrma
LHs
Rl N> O j\% @\/ '] /]‘Hz
|/ cl
0 N Vi
- Q
Cafeina Carbamazepina Cloranfenicol Furosemida

C
q ) H

Hidroclorotiazida Propanolol

Naproxeno
Ketoprofeno
CH;
HiCe, H HCO OCH:
¥
0 N HeCO | CN
HiC CHs  He™ “CcHg
Teofilina Verapamilo

Figura 6.4. Estructuras quimicas de los tirmacos estdndares utilizados para los estudios de validacion
de la membrana.

6.2.2.1.2. CLASIFICACION DE SMR E INM DE ACUERDO AL SCB

Con el proposito de clasificar a SMR e INM de acuerdo al SCB, los coeficientes de permeabilidad de
los farmacos puros fueron determinados mediante la incorporacion de concentraciones
equivalentes a las dosis orales 3940 (Tabla 6.3.) en 250 mL, suspendidas en SRF de pH 7,4 dentro del
compartimento donor. Las concentraciones iniciales de SMR e INM, fueron de 0,22 y 0,11 mg/mL,
respectivamente. Las concentraciones de los farmacos fueron determinadas, por
espectrofotometria UV, a 240 y 267 nm, respectivamente. Los P,,, de SMR e INM fueron obtenidos
a partir de la pendiente de la porcion lineal inicial de la grafica de dQ vs. t, utilizando la ecuacién 1,
para evaluar el comportamiento de permeabilidad de los IFA. Considerando que el SCB establece
que un farmaco es considerado de alta solubilidad cuando la mayor dosis del mismo es soluble en
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un volumen de 250 mL o menor de medio acuoso en el rango de pH entre 1 y 7,5,40 los volimenes
necesarios para solubilizar la dosis de cada IFA modelo fueron calculados a partir de la solubilidad
de los farmacos en agua, en SRF de pH 2 y de pH 8, con el fin de clasificarlos en términos de
solubilidad.

6.2.2.1.3. EFECTO DE LAS DIFERENTES FORMULACIONES SOBRE LA
PERMEABILIDAD APARENTE DE LOS FARMACOS

Con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes formulaciones sobre la permeabilidad de los IFA,
los coeficientes de permeabilidad de SMR e INM, contenidos en complejos binarios y ternarios con
CD y/o MEG y en microemulsiones o liposomas, en ausencia o en presencia de ligandos (1,8% 3-CD;
12% M- 3-CD; 2,5% HP- 3-CD; 5% MEG), fueron determinados tras la incorporacion de 0,22 y 0,11
mg/mL de SMR e INM, respectivamente, en los sistemas mencionados, los cuales fueron preparados
de acuerdo a los procedimientos descriptos previamente. Los P.,, de las formulaciones
farmacéuticas fueron determinados a partir de la pendiente de las porciones iniciales de los
graficos de dQ vs t, mediante la utilizaciéon de la ecuacién 1, a la vez que se efectio el mismo
procedimiento, utilizado para clasificar a los firmacos puros en términos de permeabilidad y
solubilidad, descripto en la Seccién 6.2.2.1.2.
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

6.3.1. ESTUDIOS DE PERMEABILIDAD A TRAVES DE MEMBRANAS ARTIFICIALES

6.3.1.1. DESARROLLO Y EVALUACION DEL PODER PREDICTIVO DEL MODELO DE
PERMEABILIDAD

El proposito del presente estudio fue desarrollar un método rapido, eficaz, reproducible y de bajo
costo capaz de predecir apropiadamente la permeabilidad de farmacos estructuralmente diversos y
que son absorbidos por un mecanismo de difusién pasiva. Los experimentos de permeacion fueron
realizados usando celdas de difusiéon de Franz bicompartimentales, con una membrana artificial
bio-mimética a 37,0 + 0,5 °c y con agitacion continua de 14000 rpm. Con el fin de demostrar la
aplicabilidad y la eficacia predictiva del modelo, fueron obtenidos los valores P.,, de 14
compuestos a partir de la ecuacién 1, utilizando los porcentajes de fraccion absorbida en humanos
(%Fa) tomados de la literatura, los que son presentados en la Tabla 6.2. Estas sustancias resultan
adecuadas para evaluar el poder predictivo del modelo ya que las mismas son absorbidas por un
mecanismo de difusién pasiva, representan un amplio rango de caracteristicas de absorcién y
presentan diversidad de estructuras, comportamiento acido-base y solubilidades. En todos los
experimentos, los cocientes entre las concentraciones del firmaco en el compartimento receptor y
donor, a todos los tiempos, fueron iguales o menores a 0,1, indicando que se mantuvieron las
condiciones de sumidero durante todo el procedimiento, asi como los valores bajos de desviaciéon
estandar demostraron la buena reproducibilidad del método propuesto para una diversidad de
compuestos. La correlacion entre los %Fa y los valores de P.,p obtenidos con el método
desarrollado fue realizada mediante el ajuste exponencial de la curva expuesta en la Figura 6.5
utilizando la ecuacidn 2, propuesta por Amidon et. al. en 1988.31 Se observé una buena correlaciéon
para los 14 compuestos, evidenciada por un valor r2 de 0,8517 con un coeficiente de correlaciéon (A)
de-2,3 £ 0,4.

Considerando que el Pa.,, de alopurinol, que presenta un %Fa de 90% fue de
0,64 x10-6 cm s-1, este valor fue establecido como el limite de alta permeabilidad para este método y
fue utilizado para clasificar a los farmacos modelos, SMR e INM, de acuerdo al SCB. En el rango de
baja permeabilidad (Papp < 0,64 x 10-6 cm s1) el factor limitante de la velocidad de permeacion es la
difusion a través de la membrana, como fue previamente reportado por Sugano et. al.3° Por otro
lado, en el rango de alta permeabilidad (Papp > 0,64 x 106 cm s1) el limite superior fue demarcado
por la linea correspondiente a Fa = 100% y se registr6 para un amplio rango de valores de P, de
(1,1 a 33) x 106 cm s, indicando que la limitante de la permeabilidad acuosa, en esta region, es la
difusion a través de la capa estatica de agua alrededor de las particulas es la etapa limitante de la
velocidad.3!
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Figura 6.5. Correlacion entre la fraccion absorbida en humanos (Fa%) y los coeficientes de
permeabilidad aparentes (Pypy) obtenidos para 14 compuestos

6.3.1.2. CLASIFICACION DE LOS FARMACOS MODELO DE ACUERDO AL SCB

Con el objetivo de clasificar a los farmacos modelos de acuerdo al SCB, los P.y, de SMR e INM
suspendidas en SRF, fueron determinados a partir de las pendientes de las porciones lineales
iniciales de los graficos de dQ vs t y utilizando la ecuacién 1. Los valores de Papp fueron de (5,9 + 0,7)
y (16,7 £0,7) x 106 cm s'! para SMR e INM, respectivamente, asi como los valores predichos de %Fa
a partir de la Ecuacién 2, fueron del 100% en ambos casos (Tabla 6.3). De acuerdo al limite de
permeabilidad para este método, establecido en la Seccién 6.3.1.1 (Papp > 0,64 x 10-6 cm s'1), ambos
farmacos fueron clasificados como compuestos altamente permeables. Por otro lado, considerando
que el SCB establece que un compuesto es considerado de alta solubilidad cuando la mayor dosis es
soluble en un volumen de medio acuoso de 250 mL o menor, en el rango de valores de pH
comprendido entre 1y 7,5;37 los volumenes necesarios para solubilizar la dosis de cada farmaco
modelo fueron calculados a partir de los valores de solubilidad en agua, en SRF de pH 2 yde pH 8y
son presentados en la Tabla 6.3. Las SRF de pH 2 y pH 8 fueron elegidas debido a que ambos
farmacos son acidos débiles que se encontraran totalmente neutros o ionizados a estos valores de
pH (pKa smr) = 2,06; 6,9;41 pKa gnm) - 4,536) y por lo tanto, presentaran minima o maxima solubilidad,
respectivamente. Como pudo observarse en la tabla 6.3, los volimenes necesarios para solubilizar
las mayores dosis terapéuticas de SMR e INM a pH 2 (759,09 y 5000,00 mL) y en agua (521,88 y
625000,0 mL) fueron mayores a 250 mL. Estos resultados permiten clasificar a ambos fAirmacos
como escasamente solubles, por lo tanto, debido a que presentaron alta permeabilidad, pueden ser
clasificados como de CLASE II de acuerdo al SCB.
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Tabla 6.3. Mayores dosis orales, coeficientes de permeabilidad aparentes (Fup), fraccion de dosis absorbida
(Fa%), solubilidades intrinsecas (So) y voluimenes necesarios para solubilizar la mayor dosis en agua, pH 2

vy pH 8 para SMR e INM.
Mayf)r So (mg/mL) Volumen necesario (mL)
dosis Papp Fa (%)
(01‘3)1 (x10'6 cm/s) en agua apH2 apH8 |enagua| apH2 | apH8
mg)?

SMR 167 |59 = 0,7 |100,00| 0,22 * 0,04 |0,32 + 0,06 |16 = 0,2 | 759,09 | 521,88 | 104,38
INM 50 |16,7+ 0,7 |100,00|0,010 # 0,003 | (8

I+

1)x10-5| 3,9 £ 0,2 |5000,00|625000,0f 12,82

a Referencias bibliogrdficas de datos de mayores dosis orales:SMR,*1 INM.*2

6.3.1.3. EFECTO DE DIFERENTES FORMULACIONES SOBRE LA PERMEABILIDAD
APARENTE DE LOS FARMACOS

Con el proposito de evaluar el efecto de diferentes formulaciones sobre la permeabilidad de los
farmacos vehiculizados, se realizaron experimentos de permeaciéon para SMR e INM incorporadas
en los complejos binarios y ternarios con MEG y/o £3-CD, M-3-CD, HP-13-CD, en las microemulsiones
y en los liposomas descriptos previamente. Los P,,, de cada producto farmacéutico fueron
determinados a partir de las pendientes de las porciones lineales iniciales de los graficos de dQ vs t
(Figuras 6.6, 6.7 y 6.8) utilizando la ecuacion 1 y los datos se muestran en las Tablas 6.4, 6.5y 6.6,
respectivamente.

SMR e INM contenidas en los complejos binarios y SMR incluida en los complejos ternarios
presentaron valores de %Fa mayores a 99%, sugiriendo que la permeabilidad de los fairmacos no se
encuentra afectada por la complejacion, tras el beneficio de la aplicaciéon de esta estrategia de
solubilizacion. La permeacion de los complejos ternarios de SMR fue mas sostenida que la de los
complejos binarios, y ambos presentaron permeacién mas sostenida que la de SMR pura, con
perfiles similares entre ellos. Los complejos binarios de INM presentaron perfiles similares a los del
farmaco puro. Este comportamiento es probablemente debido a que los complejos de SMR
presentan una hidrofilicidad notablemente mayor que la del farmaco puro, encontrando asi mayor
limitacién de la velocidad de permeacion en la etapa de difusién por la membrana.

Por otro lado, todas las ME presentaron valores de %Fa superiores al 90% observandose
perfiles de permeacién mas sostenida que la de los farmacos, con perfiles similares entre ellos, con
excepcidn de las ME con 3-CD e HP-13-CD conteniendo INM que presentaron perfiles similares a los
del farmaco puro, como se observé para los complejos binarios de INM con CD. La razén de la
permeacion mas sostenida probablemente sea debida a una reduccion en el tamafio de los canales
de agua y a un incremento en la micro-viscosidad de la formulaciéon que produce un efecto de
retencién de los farmacos.
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Fgura 6.6. Pertiles de permeabilidad de los complejos binarios de a) SMR y b) INM y de: c) complejos
ternarios de SMR: tirmacos en SRF ®); complejos con 5-CD (®); M~5~-CD (A ); HP-5-CD (V ); 0
MEG ().

Por otra parte, fue evaluada la permeacion de los farmacos a partir de los liposomas, en
ausencia y en presencia de -CD, M-13-CD, HP-13-CD o MEG (Figura 6.9 y 6.10), observandose que los
farmacos presentaron valores de %Fa superiores al 99%. La permeacion fue mas sostenida que la
de los farmacos puros y con perfiles similares entre ellos, excepto para el sistema con M-3-CD
conteniendo INM que presenté un perfil muy similar al del firmaco puro.
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Tapla 6.4. Coeficientes de permeabilidad aparentes (Pyyy), fraccion absorbida (Fa%), solubilidades
() y volumenes necesarios para solubilizar la mayor dosis en agua, y en soluciones de pH 2y pH 8
para SMR e INM contenidas en complejos binarios y fernarios con ciclodextrinas y/o meglumina.

app Fa (%) S (mg/mL) Volumen necesario (mL)
(x10°® cm s1) agua pH 2 pH8 | Agua pH 2 pH8
SMR 59 = 0,7] 100,00 0,22 0,32 1,6 759,09 | 521,88 98,24
SMR:f3-CD 4 £ 1 100,00 0,83 1,15 3,768 | 201,20 | 145,22 44,32
SMR:M-f3-CD 39 £ 09| 100,00 2,2 3,5 8,1 75,91 47,71 20,62
SMR:HP-f3-CD 6,7 = 09| 100,00 0,69 0,99 1,9 242,03 | 168,69 87,89
SMR:MEG 37 + 06| 10000 | 468 | 035 | 548 | 357 | 47714 | 305
SMR:f3-CD:MEG 31 = 09] 9999 0,97 1,3 2,36 | 172,16 | 128,46 70,76
SMR:M-f3-CD:MEG 31 £ 09| 99,99 6,28 2,8 11 26,59 59,64 15,18
SMR:HP-f3-CD:MEG 3 + 1 99,99 4,4 1,23 2,5 37,95 135,77 66,80
INM 16,7 = 0,7 ] 100,00 | 0,010 | 8,00.10-5] 0,070 5000 625000 714,29
INM:f3-CD 18 + 5 100,00 | 0,039 | 0,0145 5,861 1269 3445 8,53
INM:M-f3-CD 9,7 + 03] 100,00 | 1,006 0,026 15,801 | 49,70 1947 3,16
INM:HP-3-CD 12,0 + 08| 100,00 | 0,028 | 0,0034 0,796 1799 14902 62,85

Del mismo modo que con los farmacos puros, los volimenes necesarios para solubilizar la

dosis de los farmacos contenidos en las formulaciones estudiadas fueron calculadas a partir de las

solubilidades en agua, y en SRF de pH 2 y pH 8 y son presentadas en las Tablas 6.4, 6.5 y 6.6. A
modo ilustrativo, en la Figura 6.9. se presentan las solubilidades en agua de los farmacos contenidos
en todas las formulaciones.
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Figura 6.7. Perfiles de permeabilidad de SMR ¢ INM: en SRF ®) en ME; (8); en ME> (A ); en MEs (V );

en ME, () y en MEs (W ),
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Tabla 6.5. Coeticientes de permeabilidad aparentes (Fypp), fraccion absorbida (Fa%), solubilidades y
volumenes necesarios para solubilizar la mayor dosis en agua, y en soluciones de pH 2 y pH 8 para
SMR e INM contenidas en diterentes MF.

Volumen
Muestra Papp S (mg/mL) .
-6 Fa (%) necesario(mlL)
(x10 cm/s)

agua pH8 agua pH8
SMR 7 + 1110000 | 022 1,66 759,09 100,75

SMR en ME; 20 + 01| 9985 |6,02203| 27548 27,73 60,62
SMR en ME; 1,0 =+ 01| 9524 |747216| 5,0152 22,35 33,30
SMR en ME3 1,5 + 02| 9927 |561844 | 9,7007 29,72 17,22
SMR en ME, 47 + 05| 100,00 | 13,346 | 13,00381 | 12,51 12,84
SMR en MEs 08 =+ 02| 9273 | 21,05 16,63 7,93 10,04

SMR en MEs + 3-CD 26 + 06| 9997 | 17,30 20,18 9,65 8,28
SMR en MEs5 + M-f3-CD 52 + 0,7 100,00 | 9,62 12,24 17,36 13,64

SMR en MEs + HP-f3-CD 23 + 09 9994 | 2253 26,39 741 6,33

SMR en MEs + MEG 22 + 04 9991 32,36 35,96 516 4,64

INM 15 + 3| 100,00 | 0,01 8,00E-05 | 5000,00 | 625000,00

INM en ME; 53 + 03] 100,00 | 1848 16,17 2,70 3,09

INM en ME: 26 + 07| 9998 | 2682 30,41 1,86 1,64

INM en ME3 22 + 06| 9990 | 3862 41,49 1,29 1,21

INM en ME, 47 + 03| 100,00 [ 4833 52,12 1,03 0,96

INM en MEs 10 =+ 2| 100,00 | 67,014 59,91 0,75 0,83

INM en MEs + 3-CD 12+ 3| 100,00 | 65,26 73,11 0,77 0,68

INM en MEs + M-f3-CD 7 + 1] 10000 | 2577 36,77 1,94 1,36

INM en MEs + HP-f3-CD 12+ 2| 100,00 | 64,99 62,06 0,77 0,81

Para las ME, la solubilidad en SRF de pH 2 no fue tenida en consideracién debido a que no
fue posible preparar las formulaciones a este valor de pH debido a la presencia de OS en su forma
neutra (ver Capitulo III). Se observé que los volimenes necesarios para solubilizar a la SMR
contenida en los complejos fueron menores a 250 mL para la mayoria de los sistemas en todos los
medios acuosos evaluados, con excepcion del sistema SMR:MEG a pH 2, para el cudl se habia
observado una disminucion en la concentraciéon de SMR en funcién de la de MEG, probablemente
debido a que los grupos amino de ambos se encuentran protonados en este medio
[pKa(smr amino) = 2,6;41 pKa meg) = 9,5 #2] provocando repulsidn electrostatica y desfavoreciendo asf la
formacion de un sistema binario (Seccion 2.3.1.1.1.). Ninguno de los complejos de INM con las CD
presentd volimenes de solubilizacion menores a 250 mL en los tres medios, no alcanzando asi el
objetivo deseado al aplicar esta estrategia de solubilizacion.
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Tabla 6.6. Cocticientes de permeabilidad aparentes (Fypp), fraccion absorbida (Fa%), solubilidades en
agua (8.us) y volumenes necesarios para solubilizar la mayor dosis en agua para SMR e INM
contenidas en diferentes liposomas.

Muestra P (x10° cm/s) Fa% S .gua (Mg/ML) nec‘gs)::,lize(;”
SMR 7 % 1 100,00 0.22 759,09
SMR FC:COL 1:1 3 + 1 100,00 1,76 94,89
SMR FC:COL 2:1 1,7 = 0,5 99,59 2,05 81,46
SMR FC:COL 3:1 19 = 0,5 99,80 2,12 78,77
SMR FC 24 02 99,95 148 112,84
SMR DRV 3:1 R-CD 33 ¢ 1,1 100,00 0,6 278,33
SMR DRV 3:1 M-3-CD 48 £ 0,7 100,00 1,86 89,78
SMR DRV 3:1 HP-8-CD 5 + 0,4 100,00 1,34 124,63
SMR DRV 3:1 MEG 3 + 0,3 99,99 28,37 5,89
INM 14 + 3 100,00 0,02 625000,00
INM FC:COL 1:1 46 + 04 100,00 01 300,000
INM FC:COL 2:1 37 + 10 100,00 011 272,727
INM FC:COL 3:1 20 + 09 99,82 01 300,000
INM FC 20 + 08 99,85 011 272,727
INM DRV3:1 RCD 101 £ 09 100,00 083 36,145
INM DRV3:1 MECD 150 £ 09 100,00 131 22,901
INM DRV3:1 HPRCD 122 + 25 100,00 108 27778
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Figura 6.8. Perfiles de permeabilidad de SMR e INM: en SRF ®); en ME5 en ausencia de ligando (®);

conteniendo 1,8% B-CD (A); 12% M-5-CD (V); 2,5% HP-5-CD (); o 5% MEG (W) como fase
acuosa.
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Por otro lado, los volimenes necesarios para solubilizar a SMR e INM fueron menores a 60,6
y 3,1 mL cuando ambos IFA fueron incorporados en las formulaciones de ME nativas y menores a
17,4 y 2,0 mL cuando fueron introducidos en ME conteniendo ligandos, respectivamente. Los
volimenes necesarios para solubilizar la dosis de SMR incorporada en la mayoria de los liposomas,
excepto SMR DRV 3:1 £2-CD, y de INM incorporada en los liposomas DRV conteniendo ligandos,
fueron menores a 250 mL. A partir de estos resultados, puede concluirse que la mayoria de los
complejos y todas las ME conteniendo ambos farmacos, asi como INM incorporada en los liposomas
DRV conteniendo ligandos, fueron clasificados como productos farmacéuticos altamente solubles.
Por ello, como estos sistemas presentaron tanto alta permeabilidad como alta solubilidad, pueden
ser clasificados como de CLASE I de acuerdo al SBC.

S b)
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— jury [ [ w w

2. .5.8 4.3 .9

(3] (%)

L7 .9
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N

[=1
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Figura 6.9. Perfiles de permeabilidad de a) SMR y b) INM: puras ®) ; o en liposomas FC:COL 1:1 (e);
FC:COL 2:1 (A); FC:COL 3:1 (V ); FC ().

=
=

157

107

Permeacion de SMR (%0)
Permeacion de INM (%)

[}
P

[=]
1

t (h) t(h)

Figura 6.10. Ferfiles de permeabilidad de: a) SMR y b) INM: puras ®); en liposomas FC:COL 53:1 en
ausencia de ligando (®) o conteniendo: 5-CD (A ); M-58-CD (V ); HP-5-CD (<€) o MEG (™ ).
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Figura 6.10. Solubilidades en agua de A) SMR y B) INM: 1a) puras; 1) en complejos binarios;
2) en compilejos ternarios (solo SMR); 3) en liposomas a) FC:COL I1:1, b) 2:1, ¢) 3:1 o d) FC; 4) en
liposomas DRV FC:COL 3:1 a) en ausencia de ligando, b) conteniendo 1,8% 5-CD, ¢) 12% M-5-CD, d)
2,6% HP-8-CD o ¢) 5% MEG (solo SMR); o 5) en microemulsiones conteniendo a) agua, b) 1,8%
B-CD, ¢) 12% M-8-CD, d) 2,5% HP-5-CD o ¢) 5% MEG (sélo SMR).
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6.4. CONCLUSIONES PARCIALES

Se observé una buena correlacién entre los %Fa y los valores de P, obtenidos mediante el método
desarrollado a través de la evaluacién de 14 compuestos, los cuales son absorbidos por un
mecanismo de difusidn pasiva y representan un amplio rango de caracteristicas de absorcion,
diversidad estructural, de comportamiento acido-base y solubilidades. Se mantuvo la condicién de
sumidero durante todo el procedimiento y los valores de desviacion estandar bajos demostraron la
buena reproducibilidad del método propuesto para una diversidad de compuestos. El P.p, de
Alopurinol, que presenta un %Fa de 90%, fue establecido como limite de alta permeabilidad para el
corriente método y el mismo fue utilizado para clasificar a los fArmacos modelos de acuerdo al SCB.
De este modo, pudo desarrollarse y validarse exitosamente un método rapido, eficaz, reproducible
y de bajo costo para la predicciéon apropiada de la permeabilidad de farmacos de estructuras
diversas que son absorbidos por un mecanismo de difusion pasiva. SMR e INM fueron clasificados
como CLASE II de acuerdo al SCB. Los valores de %Fa determinados para todos los productos
farmacéuticos se mantuvieron por encima del 90%, demostrando asi que la permeabilidad de los
IFA no fue afectada por la incorporaciéon de los mismos en los complejos, en las MEs o en los
liposomas, sistemas que permitieron aumentar la solubilidad.

La mayoria de los complejos y de los liposomas conteniendo SMR, todas las ME conteniendo
ambos farmacos, e INM incorporada en los liposomas DRV conteniendo ligandos, fueron
clasificados como productos farmacéuticos altamente solubles. Como los mismos presentaron alta
permeabilidad y alta solubilidad, pueden ser clasificados como de CLASE I, de acuerdo al SCB,
otorgando una gama de posibilidades para incrementar la biodisponibilidad de estos fArmacos y,
por lo tanto, con ello mejorar el desempefio terapéutico de los mismos.
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7.1. CONCLUSION

Mediante el presente trabajo de Tesis fue posible demostrar la formacién de los complejos binarios

y ternarios de los IFA SMR e INM con CD y/o MEG, y se realizd la caracterizacion de los mismos,
tanto en solucién como en estado so6lido por diferentes metodologias analiticas. Pudo determinarse
el efecto de los sistemas sobre la solubilidad de los farmacos, observandose aumentos significativos
en la solubilizacién en comparacién con los IFA libres, a la vez que MEG demostro la mayor eficacia
para aumentar la solubilidad de SMR respecto a las CD. El mayor incremento en solubilidad fue
obtenido con la estrategia de combinar la formacién de sistemas binarios con MEG y el ajuste del
pH. Ademas, se observo un efecto de solubilizacion adicional de M-f3-CD e HP-13-CD en presencia de
MEG. Ademas, los complejos binarios con {3-CD, M-3-CD, HP-3-CD y MEG permitieron la liberacion
sostenida de los farmacos, asf como los sistemas ternarios con {3-CD y M-3-CD produjeron un efecto
de retencion adicional, mientras que el complejo ternario con HP-3-CD increment6
significativamente el efecto de liberaciéon de SMR.

Los sistemas ternarios mostraron una clara superioridad frente a los complejos binarios, en
términos de solubilidad y de modulacién de la liberacion.

Por otro lado, fue posible obtener microemulsiones mediante un procedimiento simple y a
partir de componentes altamente biocompatibles, capaces de incorporar cantidades apreciables de
los IFA. Se observaron claramente las ventajas de la estrategia de combinar CD y MEG con ME,
principalmente en cuanto a las cantidades incorporadas de SMR e INM, principalmente con MEG en
agua para SMR y £3-CD en SRF 8 para INM, asi como la presencia de MEG y M-f3-CD en las ME
incrementd significativamente la cantidad liberada de los farmacos.

Ademas, mediante los estudios realizados fue posible desarrollar liposomas para la
vehiculizacidon de los IFA de escasa solubilidad acuosa. Se determiné que ambos los farmacos se
encontraron principalmente localizados en la bicapa lipidica de los liposomas. La encapsulacion de
los farmacos fue alta, principalmente tras la incorporacién de las CD y MEG, utilizando la
metodologia de deshidratacién-rehidratacion, resultando una metodologia prometedora para
mejorar la biodisponibilidad de farmacos hidrofébicos.

Mas aun, fue posible desarrollar y validar exitosamente un método rapido, eficaz,
reproducible y de bajo costo para la predicciéon apropiada de la permeabilidad de farmacos de
estructuras diversas y que son absorbidos por un mecanismo de difusién pasiva. SMR e INM
presentaron alta permeabilidad y fueron clasificados como de CLASE II, de acuerdo al SCB. Los
estudios de permeacion, a través de membranas artificiales, demostraron que la permeabilidad de
los IFA no fue afectada por la incorporaciéon de los mismos en los complejos, las ME o liposomas,
ante el empleo beneficioso de estas como estrategias de solubilizacion. Todos los complejos de SMR,
todas las ME conteniendo ambos farmacos, SMR incorporada en todos los liposomas, asi como INM
incorporada en los liposomas DRV conteniendo ligandos, presentaron alta permeabilidad y alta
solubilidad, por lo cual todos los sistemas pueden ser clasificados como CLASE I de acuerdo al SCB,
presentando beneficios tanto terapéuticos como a nivel de produccion industrial.

Consideramos que mediante los resultados obtenidos los objetivos propuestos, al inicio de
este proyecto, fueron concretados, ya que se desarrolld una amplia gama de productos
farmacéuticos de bajo costo y facil preparacion, capaces de incrementar la biodisponibilidad de los
farmacos escasamente solubles en agua. Las formulaciones y metodologias desarrolladas resultan
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promisorias, no sélo para mejorar el desempefio terapéutico de los IFA, sino que también podrian
ser de interés desde el punto de vista industrial debido al impacto econémico que puede generar
sus bajos costos. Podemos afirmar que la combinaciéon de las CD o MEG, con los sistemas
nanoestructurados, presenta ventajas apreciables en su aplicacién, principalmente en relacion a la
solubilizacion de los fArmacos hidrofébicos.
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7.2. PROYECCIONES

Este trabajo de Tesis presenta proyecciones orientadas al estudio del efecto de sistemas so6lidos
auto microemulsionables [Self-microemulsifying drug delivery systems (SMEDDS)] sobre la
biodisponibilidad oral de farmacos hidrofébicos, las cuales seran realizadas en el marco de un
proyecto posdoctoral. Los SMEDDS son mezclas isotrépicas de aceites, surfactantes y usualmente
un cosurfactante (o co-solubilizante), en los cuales un firmaco se encuentra disperso. Estos
sistemas una vez dispersos en un medio acuoso con agitacién moderada forman microemulsiones
(ME), por lo que tras su administracion y dispersion en los fluidos gastricos la formacidon de ME se
ve facilitada por los movimientos peristalticos del tracto gastrointestinal.

El objetivo general del proyecto contempla el desarrollo de estrategias, que permitan aumentar la
solubilidad de farmacos, ya que esta propiedad se encuentra estrechamente asociada a la
biodisponibilidad oral de farmacos que presentan escasa solubilidad acuosa.
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(CBRATECS). Campos de Jordao, San Pablo, Brasil. Abril, 2012. Comunicacién libre: Poster. Aloisio
C., Gomes de Oliveira G., Longhi MR. “Estudio de complejos ternarios de sulfamerazina con
ciclodextrinas y meglumine mediante andlisis térmico”.

Congreso XXI de la Federacion Panamericana de Farmacia, XVI de la Federacién Farmacéutica
Sudamericana, XXI Farmacéutico Argentino. Salta, Argentina. Octubre, 2013.
- Aloisio C; Gomes de Oliveira A ; Longhi MR.. Caracterizacion de microemulsiones
biocompatibles para la vehiculizacién de farmacos hidrofébicos.
- Aloisio C; Gomes de Oliveira A ; Longhi MR. Complejos binarios de fArmacos hidrofébicos
modelos incorporados a microemulsiones.

NACIONALES

XVII Simposio Nacional de Quimica Organica (SINAQO). Carlos Paz, Argentina. Noviembre, 2011.
Comunicacién libre: Poster. Aloisio C., Gomes de Oliveira G. Longhi MR. “Estudio de la
incorporacion de farmacos hidrofébicos modelos en microemulsiones”.

VI Congreso Argentino de Quimica Analitica. Santa Fe, Argentina. 2011. Claudia Garnero, Carolina
Aloisio y Marcela Longhi. Comunicacidn libre: Poster. “Estudio de la Influencia de la Formacion de
Complejos sobre el Reconocimiento Enantiomérico de Ibuprofeno”.

PERIODOS DE PERMANENCIA EN LAS UNIVERSIDADES PARTICIPANTES

DEPARTAMENTO DE FARMACIA, FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS,
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

En la presente institucion se realizaron tareas de investigacion, fundamentalmente en los estudios
de desarrollo, caracterizacion y ensayos de solubilidad de los complejos binarios y ternarios de
SMR e INM con CD y/o MEG y fueron llevados a cabo los estudios de desarrollo, validacién y
determinacién de permeabilidad in vitro, bajo la direcciéon de Dra. Marcela R. Longhi.

Periodos:

19 de Noviembre 2009 al 23 de Marzo de 2010.

31 de Mayo de 2010 al 24 de Enero de 2011.

18 de Marzo de 2011 al 05 de Febrero de 2012.

07 de Abril de 2012 al 23 de Octubre de 2013.

23 de Diciembre de 2013 al 08 de Febrero de 2014.
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“Anexos”

DEPARTAMENTO DE FARMACOS Y MEDICAMENTOS, FACULTAD DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS, UNIVERSIDAD ESTADUAL PAULISTA (UNESP) “JULHO DE
MESQUITA FILHO” , ARARAQUARA.

En la presente institucion se realizaron tareas de investigacion, fundamentamente concernientes a
los estudios de desarrollo, caracterizaciéon e incorporaciéon de firmacos en microemulsiones y
fueron llevados a cabo los estudios de Liberacion in vitro, bajo la direccion de profesor Dr. Anselmo
Gomes de Oliveira y bajo la Co-Direccidn de la Profesora Dra. Palmira Daflén Gremiao.

Periodos:

24 de Marzo al 30 de Mayo, 2010.

25 de Enero al 17 de Marzo, 2011.

06 de Febrero al 06 de Abril, 2012.

24 de Octubre al 23 de Diciembre, 2013.
09 de Febrero al 17 de Junio, 2014.

Financiado por: Programa de Centros Asociados CAPES/SPU.

ESTANCIAS EN OTRAS UNIVERSIDADES
Facultad de Farmacia, Universidad de Patras, Grecia

En la presente institucion se realizaron estudios concernientes a la Incorporacion de complejos de
farmacos con ciclodextrinas y meglumine en liposomas para mejorar la biodisponibilidad de
farmacos hidrofébicos, en el marco de una estancia de Doctorado Sandwich, bajo la direccion de la
Dra. Sophia Antimisiaris.

Periodo: 02 de Octubre de 2012 al 02 de Abril del 2013.
Financiado por: Programa “EuroTANGO II”, Erasmus Mundus Action 2-Strand 1, Coordinado por la

Universidad Politécnica de Valencia, financiado por la Comisiéon Europea y gestionado por la
EACEA.
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