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Aproximadamente la mitad de los 700 principios activos mas frecuentemente utilizados en
terapéutica son moléculas quirales que se encuentran comercializadas en forma de compuestos
racémicos'. Conforme se va conociendo clal de los enantiémeros de estas moléculas es la activa se
plantea la posibilidad de utilizar comercialmente el esterecisdomero puro en lugar de la mezcla
racémica. Asi por g emplo, recientemente se han registrado dos formulaciones con el ketoprofeno S(+)
como principio activo (Desketoprofeno® y Enantium®). Desde € punto de vista galénico la
sustitucién de un principio activo racémico por un enantiémero puede dar lugar a una formulacién con
distintas caracteristicas de velocidad de disolucion que la formulacion inicial con el farmaco racémico.
Esto es especialmente posible si en la composicion de la formulacidn existen excipientes quirales que

puedan producir interacciones con los enantiémeros que influyan en la solubilidad.

Mas concretamente existen dos tipos de excipientes. ciclodextrinas e
hidroxipropilmetilcelulosas, que pueden tener, al menos tedricamente esta interaccion con los

enantiomeros.

El objeto de estatesis ha sido el estudio de lainfluencia del enantiomerismo en la solubilidad y

velocidad de disolucion de los siguientes farmacos: ketoprofeno, talidomiday ricobendazol.

Probablemente podemos considerar a ketoprofeno como un farmaco modelo para este tipo de
estudios ya que se encuentra disponible en forma de enantiémeros puros y en forma racémicay existe

bastante bibliografia sobre el mismo.

Un poco mas raro, por dificil de conseguir, es la talidomida aunque recientemente se ha vuelto

autilizar y existe un renovado interés clinico en esta mol écula.

Por dltimo, se ha seleccionado el ricobendazol como un tercer f&rmaco, en el que nuestro

grupo tiene bastante experiencia, para completar |a serie de principios activos objeto de este estudio.

! Tomaszewski, J. Y Rumore, M.M., Stereoisomeric drugs: FDA’s policy statement and the impact on drug
development, Drug Dev. Ind. Pharm. 20, 119-139, 1994.



Todos estos farmacos se caracterizan por ser compuestos con un centro quiral y por tener una
baja solubilidad. Debido a su pequefia solubilidad en medio acuoso decidimos estudiar su interaccién
con ciclodextrinas en una tesis anterior?, donde concluiamos que no existian diferencias
enantioselectivas en la interaccion, por formacion de complejos, entre las ciclodextrinas estudiadas y
estos farmacos. En esta tesis que presentamos actualmente hemos afiadido agentes hidrotrépicos
(polivinilpirrolidonas e hidroxipropilmetilcelulosas), modificadores de pH (&cido citrico, &cido
tartérico y trietanolamina) y técnicas de solubilizacién por sobrepresion (autoclave), para comprobar s
en estas condiciones extremas se consigue encontrar alguna diferencia enantioselectiva en la

solubilidad de estos farmacos.

Ademas se ha estudiado el posible efecto en la velocidad de disolucién enantioselectiva a

partir de comprimidos matriciales de hidroxipropilmetilcelulosa.

L as técnicas analiticas enantiosel ectivas se basan en la utilizacion de procedimientos de HPLC

con columnas quirales tipo AGP*,

Con la presente Tesis se continua una linea de investigacion comenzada con la tesina de
licenciatura de D. José Antonio Castillo Castillo, “Aplicaciones de las BCD en la solubilizacion del
albendazol” que se defendi6 en 1994. En dicha tesina se estudio |as posibilidades de solubilizacién del
albendazol, un antihelmintico del grupo de los benzimidazol carbamatos, con distintos tipos de
ciclodextrinas y la formacion y caracterizacion de complejos de inclusion. Este tema fue ampliado
posteriormente con los trabajos de D. Javier Palomo Canales y finaiz6 en una reciente publicacion® y

en latesis doctora descrita anteriormente de D. José Calero Montoya.

2 Calero Montoya, J. Efecto de la utilizacion de ciclodextrinas en la solubilidad y estabilidad de aciclovir,
ketoprofeno, ricobendazol y talidomida. Tesis Doctoral. U.C.M. Marzo 2001.

3 Alvarez, C., Torrado, J. J., Cadérniga, R. Stereoselectivity drug release from ketoprofen and ricobendazole
matrix tablets Chirality, 11 (8), 611-615 (1999)

* Alvarez, C., Sdnchez-Brunete, J. A., Torrado, S., Torrado, J. J. Enantioselective separation of thalidomide on an
immobilized alphal-acid glycoprotein chiral stationary phase. Chromatographia, 52, 455-458 (2000).

® Castillo, J. A., Plomo, J., Garcia, J.J., Lastres, J. J. Bolas, F., Torrado, J. J. Preparation and characterization of
albendazole B-cyclodextrin complexes. Drug Dev. Ind. Pharm. 25 (12), 1241-1248 (1999).
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OBJETIVOY PLANTEAMIENTO

OBJETIVO

Determinar la posible aparicién de diferencias enantioselectivas en la solubilidad y velocidad

de disolucion de ketoprofeno, ricobendazol y talidomida.

PLANTEAMIENTO

1. Caracterizacion de la estructura interna y externa. Por medio de las técnicas de difraccion de
Rayos X (D.R.X.), andlisis térmico diferencia (D.S.C.), punto de fusién y microscopia electronica

de barrido.

2. Estudios de solubilidad en distintas condiciones:
e Digtintos pH’s. Soluciones tamponadas entre 1.2 y 9.0, adicion al medio de &cido citrico o
tartarico (talidomiday ricobendazol) o trietanolamina (ketoprofeno).
e Soluciones con ciclodextrinas (B-CD, HPBCD y y-CD).
e Agentes hidrotrépicos (PVP o HPMC).

e Condiciones de agitacion y temperatura.

3. Estudios de velocidad de disolucion a partir de comprimidos matriciales:
o Didtintasdosis (condiciones “sink” y “no sink™).

o Digtintos excipientes matriciales (HPMC y polimero del &cido acrilico, Eudragit RL).
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1. LA QUIRALIDAD EN LOS MEDICAMENTOS.

El fenémeno de la quiralidad ha ido tomando importancia en €l transcurso de los afios debido

al gran nimero de farmacos que poseen dicha propiedad.

La asimetria molecular y la luz polarizada comienzan a estudiarse en 1815 cuando €l francés
Jean-Baptiste Biot observa que algunos compuestos organicos son capaces de hacer rotar € plano de
polarizacién de laluz, y en 1848, el también francés Louis Pasteur realiza observaciones que le llevan
afos més tarde, a proponer lo que seria el fundamento de la estereoquimica al afirmar que la actividad
Optica de compuestos organicos, y sus disoluciones, viene determinada por la asimetria molecular del
producto. También se debe a Pasteur la primera observacion del diferente comportamiento bioldgico
de los enantiémeros. En efecto, en 1882 presenta una comunicacion a la Academia de Ciencias de
Francia en la que indica que |os enantiomeros de la arginina tienen distinto sabor: un isdbmero es dulce
y € otro insipido. Fendmeno similar ocurre con € limoneno, uno de cuyos enantidbmeros huele a

naranjay el otro alimon.

En & primer lustro de nuestro siglo, en & mismo afio 1904, aparecen dos trabajos que
demuestran € diferente comportamiento de dos farmacos. la atropina y los ésteres del &cido
mandélico. Cushy comprueba que el efecto anticolinérgico de la dextro-atropina es mayor que €l de la
levo-atropina, y Dakin observa que la hidrélisis “in vivo” de los ésteres del acido mandélico es
enantioselectiva: un enantiomero se hidroliza més rapido que el otro. Son, probablemente, las dos

primeras aportaciones sobre lainfluencia de |a estereoquimica en la farmacol ogia.

Para poder continuar con los antecedentes en el estudio de la quiralidad es necesario conocer

una serie de conceptos que seran frecuentemente utilizados:

e Esteroisdbmeros. Son moléculas con la misma constitucion pero que difieren en la ordenacion

espacial de ciertos &0mos o agrupaciones.
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o Enantiémeros. Son esteroisdbmeros cuyas imagenes en € espgio no son superponibles. Tienen
idénticas propiedades fisico-quimicas, excepto en que hacen rotar € plano de la luz polarizada en

sentido opuesto, aunque en la misma cuantia (figura 1).

CO,H CO,H
c o, *,
MCH, Cormm
X H - x CH,
-—X—
Acido R-2-arilpropidnico Acido S-2-arilpropionico

Figura 1.Ejemplo de enantiomeros

o Molécula quiral: Es una molécula que tiene a menos un par de enantiémeros. (El término
quiral se usa tanto para los racémicos como para los enantiomeros puros, entendiendo por

racémico la mezcla equilibrada de los dos enantiomeros).

o Centro quiral: Es € centro asimétrico (atomo de carbono a que se unen cuatro grupos

diferentes). (Figura 2).

Figura 2. Ejemplo de molécula con un centro quiral y los dos posibles enantiomeros (el racémico es €l
compuesto formado por cantidades iguales de ambos enantiémer os)
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o Diastereoisémeros. Son isdbmeros épticos que no guardan la relacion de un objeto y su

imagen en el espgo. (Generalmente la molécula diasterecisoméricas tienen mas de un centro

quiral). (Figura 3)
Cly
n< >b
H CH,
4
(Ijo

Cc=—C—H
cH,§
)
&
CH, CH,
H—C—a C—C—H
c1-c=|:—H CI-(l:—-H

CH, CH,

Figura 3.Ejemplo de diasteroi sdmeros

Racémico: Es una mezcla equimolecular (1:1) de enantiémeros.

Producto enantiopuro: Es un producto constituido por un solo enantiomero, sin cantidad

significativadel otro.

Estereoselectividad: Afinidad selectiva de una macromolécula, o estructura

macromolecular, por uno de los dos enantiémeros con respecto al otro.

indice de estereoselectividad: Relacion entre los valores de un determinado paréametro

farmacocinético en cada uno de los dos enantibmeros. Se admite la existencia de

esterosel ectividad cuando e indice es mayor que 1.2.

Varios autores han especulado acerca de la notacion de dichas moléculas quirales. Por

giemplo, E. Fischer en 1919 propone una notacion frecuentemente inexacta y que ofrece una serie de
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dificultades en su aplicacion y ha sido sustituida por la propuesta por Cahn y col. conocida también
como “Regla de Secuencias’ ya que designa la secuencia de sustituyentes alrededor del centro de
asimetria. A partir del sustituyente més voluminoso unido al domo quiral seiniciael giro en el sentido
del sustituyente que le sigue en tamafio. Si € giro tiene lugar en e sentido de las agujas del reloj, se
asignalas letras R (right), y si esal contrario S (sinister). Es la notacion de eleccidn cuando se conoce
la configuracion absoluta de la molécula. Si no esta establecida la configuracién se aplica la notacién

(+) y (-) paradiferenciar |os enantiémeros.

La notacion de Cahn-Ingold-Prelog resulta muy Gtil para describir diastereoisomeros, ya que
permite desglosar la distribucion de sustituyentes en cada uno de los carbonos asimétricos de la
molécula. Asi, la existencia de dos centros quirales originara cuatro diastereoisomeros, RR, RS, SRy
SS.

Teniendo en cuenta que los organismos vivos estan congtituidos predominantemente por
moléculas estereogénicas (L-aminoécidos, D-carbohidratos, etc...), y que los procesos vitales tienen
lugar en un medio caracterizado por su quiralidad, no puede sorprender que diferentes enantiémeros de
un mismo compuesto presenten distintas afinidades por distintos receptores, de lo que resultan
diferencias cuantitativas, y también cudlitativas, en los efectos farmacologicos que puedan

desencadenar.

Es conocida la existencia de estereoespecificidad en la unién farmaco-receptor y la mayor
parte de los procesos enziméticos. Luego el comportamiento farmacocinético y farmacodinamico de
uno u otro enantibmero pueden ser diferentes y, de hecho, 1o son con mucha frecuencia. Ello ha
llevado a Lehman y col.® a introducir los términos de "eutdmero" y “distomero”, el primero de los
cuales designa a enantiémero més activo y € segundo a que ha mostrado menos actividad biol égica.
Puede darse la circunstancia de que un enantiémero tenga distinta estereosel ectividad para cada una de
las acciones que pueda producir un determinado farmaco, de tal manera que sea eutdbmero con respecto

aun tipo de respuestay “distémero” con respecto a otro’.

® Lehman, F.P.A., Rodrigues de Miranda, J.F., Ariens, E.J. "Progressin Drug Research". 20, 101, (1976).

" Cap, B.J., Rodgers, R.J. Different behavioural profiles of the R(+)- and S(-)-enantiomers of 8-hydroxy-2-(di-n-
propylamino) tetralin in the murine elevated plusmaze. Behav. Pharmacol. 7(8), 810-819 (1996).
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Debido a este hecho, la industria farmacéutica se ha visto obligada, para determinados
farmacos, a variar sus formulaciones desarrollando otras nuevas que posean en su composicion solo

aquel enantidémero responsable de la actividad.

Heydorn, director de desarrollo farmacéutico de "Synaptic Pharmaceutical Corporation”,
sefidlaba en 1995 que varias compariias farmacéuticas han adoptado |a medida, de no desarrollar en €
futuro ninguna mezcla racémica. Se orientaran al desarrollo de isdmeros individuales, comprobar la
actividad farmacol 6gica de cada enantiomero, y desarrollar solamente aquel con accién mas potente y
selectiva.

Entre el 20y el 25 % de los farmacos comerciaizados hoy dia, son compuestos quirales y en
su gran mayoria se siguen utilizando como racémicos. La consecuencia més inmediata de la
estereoespecificidad, desde el punto de vista de su aplicacién terapéutica, se basa en la posibilidad de
gue los diferentes enantiomeros presenten, entre si, distinto comportamiento farmacodinamico,

farmacocinético y toxicolégico, que a su vez, puede diferir de la actividad biol6gica del racémico.

1.1. ESTEREOSELECTIVIDAD EN FARMACODINAMIA

La actividad farmacodinamica diferencial de los farmacos enantiomeros se conoce desde
principios de este siglo, cuando Cushny® demostré |a potencia superior de la (-) hiosciamina respecto a
la de su enantiémero (+). Esta selectividad es previsible en las interacciones entre un receptor y los
farmacos, puesto gque muchos ligandos naturales son quirales (P. €. neurotransmisores, hormonas,
opiaceos endogenos, etc.). A fin de racionalizar las diferencias observadas entre los enantiomeros en
cuanto a su actividad farmacodinémica, Easson y Stedman® propusieron un modelo de acoplamiento

de tres puntos entre el receptor de mayor actividad y su receptor (figura4).

8 Cushny, A.R. Biological relations of optically isomeric substances. London: Bailliere, Tindall and Cox, 1926.
® Easson, L.H., stedman, E. Studies on the relationship between chemical constitution and physicological
consgtitution. V. Molecular dissimetry and physicological activity. Biochem. J. 27, 1257-66, (1933).
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I T

Figura 4. Ejemplo de posibles interacciones enantiémericas con una molécula bioldgica
quiral.

Seglin este modelo propuesto el enantidmero con mayor actividad presentara al menos tres
interacciones intermoleculares con la superficie del receptor, mientras que e menos potente sdlo sera
capaz de interaccionar con dos puntos. Asi pues € acoplamiento de los enantiomeros a receptor es
distinto, al igual que lo son sus energias de enlace. Pero no debemos obviar que quizas dicho modelo
propuesto por Easson y Stedman sea demasiado simple, puesto que supone que € farmaco debe
adoptar una orientacién concreta con respecto al receptor. Ademas, lainteraccion entre el farmaco y €
receptor puede producir cambios conformacionales tanto en el farmaco como en el receptor. Por tanto,
el modelo de interaccion final resultante podria ser mucho méas complejo, teniendo en cuenta ademas

la estereoquimicay flexibilidad conformacional del ligando.

Interesard utilizar un enantiomero en lugar del racémico si las acciones secundarias gercidas
por cada uno de ellos justifica la eleccion. Los dos enantiomeros (R 'y S) de la disopiramida™® tienen el
mismo efecto antiarritimico, pero el S tiene un efecto anticolinérgico tres o cuatro veces superior que
el R. Laeleccion se basaraen elegir si interesa, o no, el discreto efecto anticolinérgico del enantiomero

S en una prescripcion de disopiramida.

19 powell, JR., Ambre, J.J., Ruo, T.I. The efficacy and toxicity of drug sterecisomers. In: Wainer, |.W., Drayer,
D.E., editors. Drug stereochemistry. Analytical methods and pharmacology. New Y ork, Marcel Dekker, 245-70,
(1988).
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También se conocen casos en los que los enantidmeros individuales poseen un efecto
farmacol 6gico opuesto. Por gjemplo, el enantiomero (+) del picenadol, derivado de la fenilpiperidina,
€s un analgésico agonista de los receptores opiaceos, mientras que €l (-) actla como antagonista de
estos mismos receptores’. Se comprob6 que el racemato muestra una actividad agonista parcial, a
causa de la accién mas potente gjercida por el enantiémero (+). Del mismo modo, |os enantiémeros de
diversos blogueadores de los canales de calcio dihidropiridinicos quirales, utilizados en €l tratamiento
de laangina de pecho y la hipertension arterial, tienen acciones opuestas sobre la funcionalidad de los
canales de calcio™. Los enantiomeros S actlian como potentes activadores de los canales de calcio
dependientes del voltaje de tipo L, mientras que los enantiémeros R son antagonistas. En este gjemplo,
los enantidmeros interaccionan con estados diferentes del cana de calcio, abierto (activado) y cerrado

(inactivado) que presentan requisitos espacial es opuestos con respecto ala unién del farmaco.

Puede ser también que & efecto sea producido por sdlo uno de €llos, asi las acciones
analgésicas y anti-inflamatoria de los derivados del &cido 2-aril propidnico se atribuyen, con carécter,
casi exclusivo, a enantiomero S. Ello no implica que la forma R carezca de actividad biologica en
administracion oral porque agunos analgésicos del grupo presentan bioinversion'? transformandose el

enantiémero "inactivo" R en €l "activo" S.

1.2. ESTEREOSELECTIVIDAD EN FARMACOCINETICA

La estereoselectividad se puede observar en los procesos de absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecién, destacando sobre todo aquellos procesos que dependen de la interaccion de
los esteroisdmeros del farmaco y una molécula biol6gica quiral™. La magnitud de |as diferencias entre
isOmeros en cuanto a sus parametros farmacocinéticos tiende a ser relativamente modesta, a menudo
de una a tres veces, a diferencia de las que se observan con respecto a sus propiedades

farmacodinamicas; sin embargo son muy importantes.

11 oTriggle, D.J. On the other hand: the stereoselectivity of drug action at ion channels. Chirality, 6, 58-62,
(1994).

12 Chen, C-H., Shieh, W-R, Lu, P.H., Harriman, S., Chen, C-Y. Metabolic stereoisomeric inversion of ibuprofen
in mammals. Biochim. and Biophys. Acta. 1078, 411-417, (1991).

¥ Caldwell, J, Winter, SM., Hutt, A.J. The pharmacological and toxixological significance of the
stereochemistry of drug dispossition. Xenobiotica, 18 suppl. 1, 59-70. (1988).

¥ Tucker, G.T., Lennard, M.S. Enantiomer specific pharmacokinetics. Pharmacol. Ther. 45, 309-29, (1990).
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Como consecuencia de la estereoselectividad en los procesos de disposicion del farmaco, los
perfiles plasméticos de los enantidmeros de un farmaco administrado en forma racémica pueden diferir
de forma notable. Asi, las estimaciones de los parametros farmacocinéticos o el examen de las
relaciones entre el efecto y la concentracion plasméatica del farmaco gque se basan en la determinacion
del farmaco total presente en las muestras biolégicas son esencialmente carentes de sentido y

potencial mente engafiosas™.

1.3. SIGNIFICACION CLINICA
La disposicién de los estereoi sbmeros de los farmacos y |a respuesta farmacol 6gica producida
depende de una serie de factores inherentes al paciente. Tales factores deben ser tenidos en cuenta

debido a que larespuesta ala administracion de un farmaco puede estar condicionada a tales factores.

1.3.1.Metabolismo de primer paso.

Por gjemplo, a administrar propanolol racémico via oral se produce un efecto més potente que
tras la administracion intravenosa'®. Esto se debe a un mayor aclaramiento tras la administracion oral
del enantiomero R menos activo comparado con €l del S-propanolol (2.78 I/min vs 1.96 I/min; los
cocientes de aclaramiento del enantiémero S son de 1.42y 1.17, respectivamente tras la administracién
ora eintravenosa), ademés de la formacion del metabolito activo 4-hidroxipropanolol*’.
1.3.2. Enfermedad.

L os farmacos gue sufren un metabolismo de primer paso importante y enantiosel ectivo pueden

presentar diferencias, tanto en sus efectos farmacodinamicos como en sus perfiles farmacocinéticos, en

pacientes con determinadas enfermedades, como por gjemplo cirrosis hepética.

> Ariens, E.J. Stereochemistry, a basis for sophisticated nonsense in pharmacokinetics and clinical
pharmacology. Eur. J. Clin. Pharmacol. 26, 663-8, (1984).

18 Coltart, D.J., Shand, D.G., Plasma propanolol levels in the quantitative measurement of R-adrenergic blockade
in man. BMJ, 3, 731-4, (1970).

7 walle, T., Webb, J.G., Bagwell, E.E. et a. Stereoselective delivery and actions of beta receptor antagonists.
Biochem. Pharmacol. 37, 115-24, (1988).
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La cirrosis hepética se ha comprobado que altera la disposicién de los enantiomeros del
ibuprofeno™, de tal manera que la vida media plasmética de ambos enantiémeros se incrementa
aproximadamente 2 veces mas en los enfermos con dicha enfermedad en comparacion con los
voluntarios sanos. El &rea bajo la curva (ABC) de concentracién plasmatica total versus tiempo no
difirié entre los dos grupos, pero el indice enantiomérico (S'R) disminuyé desde aproximadamente 1.3
en voluntarios sanos hasta 0.94 en los pacientes con cirrosis, siendo las concentraciones plasméticas
del enantiomero activo S mas bajas que las del R-ibuprofeno, a contrario de lo que se observa en los
voluntarios sanos™. Pero debido a la bicinversion metabdlica del enantiomero R a S', el perfil
farmacocinético se complica. En la bibliografia no se ha podido encontrar ningun trabajo que presente
datos que concluyan si el proceso de bioinversion se reduce o si el aumento de las concentraciones
plasméticas del R-ibuprofeno con respecto a las del S-ibuprofeno es una consecuencia del bloqueo

estereosel ectivo de unaruta metabdlica alternativa, o si actlian ambos mecanismos.

1.3.3. Edad y sexo.

Las diferencias en la disposicion del farmaco asociado con la edad estan bien establecidas, y

las ateraciones de la expresion de los enzimas relacionadas con la edad pueden influir de forma

distinta en la farmacocinética de |os enantidmeros de un farmaco racémico.

También se han observado diferencias relacionadas con la edad entre distintos sexos en la

disposicion enantiomérica del farmaco®.

Tales cambios en la disposicion enantiomérica con la edad y € sexo pueden influir en la
respuesta terapéutica, dependiendo si afecta mas & eutdmero o € distdmero, y pueden contribuir alas
diferencias encontradas en los ancianos en cuanto a la sensibilidad frente a los farmacos, ya sea como
potenciacion de la actividad farmacolégica o de los efectos adversos. Esa es sin duda un area

importante en la que se precisa mayor investigacion.

8 i, G., Treiber, G., Maire, K. Et a. Disposition of ibuprofen in patients with liver cirrhosis. Stererochemical
considerations. Clin. Pharmacokinet. 25. 154-63, (1993).

% Chen, C-Y., Chen C-S. Stereoselective disposition of ibuprofen in patients with compromised renal
haemodynamics. Br. J. Clin. Pharmacol. 40, 67-72, (1995).

% Hooper, W.D., Qing M.S. The influence of age and gender on the steroselective metabolism and
pharmacokinetics of mephobarbital in humans. Clin. Pharmaco. Ther. 48, 633-40, (1990).
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1.3.4. Interacciones farmacol égicas.

Como gemplo, la warfarina, anticoagulante racémico es probablemente el farmaco més
ampliamente estudiado en cuanto a sus interacciones farmacoldgicas estereoselectivas. Algunos
farmacos pueden interaccionar selectivamente con la S-warfarina, e eutdbmero, por eemplo la
fenilbutazona, sulfinpirazona, o con la R-warfarina, por giemplo la cimetidinag, el enoxacino, mientras
que otros, como por ejemplo la amiodarona no presentan estereoselectividad™. Estas interacciones
pueden llegar a ser muy complejas y no pueden explicarse raciona mente hasta que no se estudien sus

aspectos estereoquimicos.

1.3.5. Factores genéticos.

Los factores genéticos tienen suma relevancia en la disposicion del farmaco, sobre todo para
aquellos compuestos cuyo metabolismo esté asociado con €l polimorfismo genético de la oxidacién de

la debrisoquina’.

Aproximadamente e 10 % de la poblacion caucasiana, € llamado fentipo
metabolizador lento (ML), tiene una expresion deficiente del isoenzima CY P 2D6 del citocromo P450;
el resto constituye e llamado fenotipo metabolizador répido (MR). Cuando un farmaco quiral
(administrado en forma racémica) es un substrato del CY P 2D6, tanto las concentraciones del farmaco
como la composicion enantiomérica en el plasma pueden variar dependiendo del fenotipo, lo que
puede influir en la respuesta terapéutica. Por jemplo € R3-blogueador racémico metoprolol parece ser
menos eficaz en los individuos con e fenotipo ML que en aquellos con € fenotipo MR cuando la
relacion concentraciéon efecto esta basada en la concentracién total de farmaco. Sin embargo, €l
andlisis de los enantidbmeros aislados tras la administracion del compuesto racémico indica que las
concentraciones plasméticas y € ABC del eutdmero, S-metoprolol, son mayores que las dd R-
metoprolol en aquellos sujetos con € fenotipo MR, mientras que en el caso de los individuos con €l
fenotipo ML ocurre lo contrario. Asi, la proporcion de concentracién plasmatica total debida al
isdmero activo es mayor en individuos con € fenotipo MR, lo que explica el cambio en la relacion

concentraci on-efecto dependiendo del fenotipo™.

2 |ennard, M.S., Tucker, G.T., Woods, H.F. Stereoselectivity in pharmacokinetics and drug metabolism. In:
Taylor JB, editor. Comprehensive medicinal chemistry. Vol. 5. Biopharmaceutics Oxford, Pergamon Press, 187-
204, (1990).

Z | ennard, M.S., Tucker, G.T.,Silas JH. et al. Differential stereoselective metabolism of metoprolol in extensive
and poor debrisoquin metabolisers. Clin. Pharmacol. Ther. 34, 732-7, (1983).
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1.4. ENANTIOMEROS versus MEZCLA RACEMICA
Existen diversas ventajas potenciales asociadas a uso de productos enantioméricos puros,

entre las que se incluyen:

e Unaumento en laselectividad del perfil farmacolégico del farmaco;

e Laposibilidad de presentar un indice terapéutico mayor;

e Un perfil farmacocinético menos compleo;

e Unamenor capacidad para producir interacciones medicamentosas complgjas;

e Unarelacion concentracion plasmatica-efecto simplificada.

Como veremos a continuacion uno de los farmacos que se estudiaron, la talidomida, ha sido
objeto de polémica a nivel de prensa, debido a los efectos teratogénicos provocados por uno de los
enantiémeros. Un estudio realizado a finales de la década de los 70 indico que, tras administrar a la
cepa SWS de ratones, los dos enantiémeros de la talidomida manifestaron efectos sedantes, mientras
que la actividad teratogénica residia en e enantiémero con la configuracion S, Sin embargo, los
roedores son poco sensibles a los efectos teratogénicos del farmaco®, y un estudio anterior habia
indicado que ambos enantiomeros y e racemato eran teratogénicos en e congjo abino de Nueva

Zelanda, una especie de |aboratorio més sensible®.

Recientemente se ha publicado que las muestras sintéticas de los enantiomeros utilizadas en el
estudio en conejos podrian haber sido de menor pureza estereoquimica que el material obtenido
cromatogréficamente en € estudio de los afios 70%°. Sin embargo, esta observacion probablemente sea

irrelevante, puesto que los enantiémeros de la talidomida racemizan répidamente en disolucion® e in

Z Blaschke, G., Kraft, H.P., Fickenstcher, K. Et a. Chromatographische racemattrennung von thalidomid und
terogene wirkung der enantiomere. Arzneimittelforschung, 29, 1640-2, (1979).

# Scott, W.J., Fradkin, R., Wilson, J.G. Non-confirmation of thalidomide-induced teratogenesis in rats and mice.
Teratology, 16, 333-6, (1977).

% Fabro, S., Smith, R.L., Williams, R.T. Toxicity and teratogenicity of optical isomers of thalidomide. Nature,
215-69, (1967).

% Eriksson, T., Bjorkman, S., Roth, B. et a. Stereospecific determination, chiral inversion in vitro and
pharmacokinetics in humans of the enantiomers of thalidomide. Chirality. 7, 44-52, (1995).

" Testa, B., Carrupt, P-A, Gal, J. The so-called "interconversion" of sterecisomeric drugs. an attempt at
clarification. Chirality, 5, 105-11, (1993).
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vivo en el ser humano®. Asi pues, la situacién de este farmaco de ning(in modo esta clara como dan a

entender algunas referencias bibliogréficas.

1.4.1. Enantiémeros con perfiles farmacol dgicos similares.

Los dos enantibmeros de la flecaidina son equipotentes con respecto a su actividad
antiarritmica y a su efecto sobre los canales cardiacos de sodio, y no muestran diferencias
significativas en cuanto a sus propiedades farmacocinéticas®. Los conocimientos acerca de la
toxicidad de los isbmeros individuales son relativamente escasos, aungue en la actualidad €l uso de un
isdmero aislado no parece aportar ventaja terapéutica alguna. De modo parecido, |os dos enantiémeros

del antihistaminico, prometacina poseen propiedades farmacol 6gicas y toxicol 6gicas similares.

1.4.2. Enantidmer os con indicaciones ter apéuticas distintas.

El -blogueante timolol es un ejemplo de compuesto en el que este tipo de enfoque puede
ofrecer alguna ventgja terapéutica. En la actualidad, e enantiomero S-timolol esta comercializado en
formulaciones orales, y de aplicacion local, para e tratamiento de la enfermedad cardiovascular y del
glaucoma, respectivamente. Tras la administracion ocular se absorben sistémicamente cantidades
significativas del farmaco, habiéndose observado efectos cardiovasculares y pulmonares®®; se han
descrito casos de broncoconstriccion grave en pacientes con asmay, en agunos casos, muerte®. El R-
timolol es entre 50 y 90 veces menos potente que el enantiomero S en cuanto a bloqueo 3, pero solo
unas tres veces menos potente en la reduccion de la presién intraocular™. Ademés el enantiémero R
incrementa el flujo sanguineo coroidal y retiniano, mientras que & enantiomero S produce € efecto
contrario®. Por lo tanto, estos datos sugieren que el timolol constituye un ejemplo de farmaco en el

cua los dos enantibmeros podrian comercializarse con sus propias indicaciones terapéuticas

% Gross, A.S, Mikus, G., Fischer, C. et al. Stereoselective disposition of flecaidine in relation of the
spartei ne/debrisoquine metaboliser phenotype. Br. J. Clin. Pharmacol. 28, 555-6, (1988).

# Richards, R., Tattersfield, A.E. Bronchial R-adrenoceptor blockade following eyedrops of timolol and its
isomer L-714, 465 in normal sublects. Br. J. Clin. Pharmacol. 20, 459-62, (1985).

% Fraunfelder, F.T., Barker, A.F. Repiratory effects of timolol. N. Engl. J. Med 311-1441, (1985).

3 Baldwin, J.J., Abrams, W.B. Stereochemically pure drugs, and industrial perspective. In: Wainer, |.W., Drayer
D.E., editors Drug stereochemistry: Analytical methods and pharmacology. New Y ork. Marcel dekker, 311-356,
(1988).

2 Chiou, G.C.W., Zhao, F., Shen, Z-H. et al. Effects of D-timolol and L-timolol on ocular blood flow and ocular
blood pressure. J.Ocular Pharmacol. 6, 23-9, (1990).
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especificas, el enantiomero S para € tratamiento de la enfermedad cardiovascular y € R-timolol para

el tratamiento del glaucoma.

1.4.3. Compuestos racémicos cuyos enantidmer os pueden ofrecer ventajas clinicas.

La ketamina es un anestésico general, con propiedades analgésicas, que también posee un
cierto potencial de adiccion®. Su uso queda restringido a causa de las reacciones postanestésicas,
como alucinaciones y agitacion (el llamado delirio del despertar). Ambos enantiomeros tienen
propiedades anestésicas, pero la S-ketamina es entre 3 y 4 veces més potente y tiene aproximadamente
el doble de afinidad por los receptores opiaceos que la R-ketamina®. La incidencia de reacciones del
despertar es mayor tras la administracion de R-ketamina que tras la del racemato o el enantiomero S*.
Asi pues, parece que e desarrollo de una preparacion del enantiomero aislado seria terapéuticamente

ventgjoso y reduciria e riesgo de adiccion a farmaco.

1.4.4. Mezclas no racémicas con posibles ventajas clinicas.

En algunos casos ambos enantiomeros pueden contribuir al perfil farmacolégico global de
actividad, pero la proporcion Optima de cada enantiomero puede no ser la misma que contiene la
mezclaracémica (1:1).

Por ejemplo, la indacrinona es un diurético del asa de Henle que ha sido evaluado para €
tratamiento de la hipertension y de la insuficiencia cardiaca congestiva. Este farmaco también tiene
una actividad uricoslirica que puede llegar a ser significativa, ya que a partir de estudios
epidemioldgicos se ha sugerido que los niveles séricos altos de urato pueden constituir un factor de
riesgo asociado a hipertension, arteriopatia coronaria y mortalidad cardiovascular®. Las propiedades

diuréticas de laindacrinona residen en el enantidmero R, mientras que |las propiedades uricosuricas de

% Lanning C.F., Harmel, M.H. K etamine anesthesia. Ann. Rev. Med. 26, 137-41, (1975).

% White, P.F., Schutter, J., Shafer, A. et al. Comparative pharmacology of the ketamine isomers. Br. J. Anaesth.
57, 197-203, (1985).

% White, P.F., Ham, J, Way, W.L. et a. Pharmacology of ketamine isomers in surgical patients.
Anaesthesiology. 52, 231-9, (1980).

% Baldwin, J.J., Abrams, W.B. Stereochemically pure drugs, and industrial perspective. In: Wainer, |.W., Drayer
D.E., editors Drug stereochemistry: Analytical methods and pharmacology. New Y ork. Marcel dekker, 311-356,
(1988).



Quiralidad en los medicamentos 26

la indacrinona recaen principalmente en la S-indacrinona®. La semivida de eliminacion de la S
indacrinona en € ser humano es demasiado breve para poder observar una actividad uricosurica
clinicamente significativa. No obstante, e incremento en la proporcion del S, mediante la
manipulacion de la composicién enantiomérica del medicamento, mejora su propiedad uricoslrica.
Con unarelacién entre S- y R-indacrinona de 4/1, la mezcla es isouricémica, mientras gue un aumento
mayor en la proporcion del enantiémero S hasta 8/1 produce hipouricemia®. De aqui que el uso de una

mezcla no racémica de enantiémeros produzca un mejor perfil terapéutico del farmaco.

1.4.5. Racematos cuyos isdmeros puros podrian utilizarse en nuevas indicaciones.

El sotalol, un 3-bloqueador no selectivo, se emplea como racemato, aunque el enantiomero (-)
es entre 14 y 50 veces més potente que e enantiomero (+), dependiendo del método de ensayo
utilizado. El sotalol racémico también posee actividad antiarritmica en la que ambos enantiémeros son
equipotentes®. Se ha sugerido por tanto que el (+)-sotalol se podria utilizar como agente antiarritmico
carente de actividad R-bloqueadora, uso que se ha ido investigando en varios ensayos clinicos® . Sin
embargo, uno de tales estudios SWORD [Survival With Oral d-Sotalol; Supervivencia con d-Sotalol
Oral], en pacientes con funcion ventricular deprimida después de un infarto de miocardio, se ha
suspendido recientemente debido a la mortalidad més elevada (4.6 %) observada en los pacientes
tratados con (+)-sotalol respecto a la de aquellos que recibieron placebo (2.6 %)*. Es preciso sopesar
la importancia de estas observaciones, pero puede que sea mas un reflgjo del enfoque dado a
tratamiento farmacol 6gico de este grupo de pacientes que del valor terapéutico del enantiomero puro
del sotalol®.

37 Vlasses, P.H., Irvin, J.D., Huber, P.D. et al. Pharmacology of the enantiomers and (-)-p-OH metabolite of
indacrinona. Clin. Pharmacol. Ther. 29, 344-50, (1981).

% Tobert, JA., Cirillo, V.J. Hitzenberger, G. et al. Enhancement of uricosuric properties of indacrinone by
mani pulation of the enantiomer ratio. Clin. Pharmacol. Ther. 29, 344-50, (1981).

% Advani, S.V., Singh, B.N. Pharmacodynamic, pharmacokinetic and antiarrhythmic properties of d-sotalol, the
dextro-isomer of sotalol. Drugs. 49, 664-79, (1995).

“0 Colatsky, T.J. Antiarrhythmic drugs: where are we going?. Pharmaceuticals News, 2-17-23, (1995).
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2. CARACTERISTICAS DE KETOPROFENO, RICOBENDAZOL Y TALIDOMIDA

Como farmacos quirales objeto de estudio practico en esta tesis se han seleccionado los

siguientes farmacos quirales que se describen a continuacion:

2.1. KETOPROFENO

El ketoprofeno (KP), 2-(3-benzoilfenil) propidnico, (figura 5) es un &cido débil (pKa=5.02)*
gue se presenta como un polvo cristalino, blanco e inodoro, con un peso molecular de 254.3 g/mol. Es
précticamente insoluble en agua, y soluble en etanol a 96 %, éter, acetato de etilo, acetona y

cloroformo.

e CH,
»
‘ COOH

Figura 5. Estructura quimica de KP. (Centro quiral marcado con asterisco)

Forma parte de los derivados del écido propidnico también denominados AINEs (Anti-
inflamatorios no esteroideos), tales como ibuprofeno, naproxeno, flurbiprofeno, fenbufeno,
piketoprofeno, acido tiaprofeno, los cuales forman un grupo relativamente homogéneo por sus

caracteristicas quimicas y farmacol dgicas.
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2.1.1. Accién farmacol 6gica

Todos los farmacos de este grupo presentan acciones similares: antitérmica, analgésicay anti-
inflamatoria. Su principal accion farmacoldgica consiste en la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas (mediadores del dolor y de la inflamacion) en uno o mas de los pasos de la via
biosintética endoperdxida. Todos son capaces de inhibir la subunidad ciclooxigenasa de la enzima
prostaglandin sintetasa, aunque su potencia difiere entre unos y otros. Pero no existe una buena
relacion entre esta potencia inhibidora y la eficacia analgésica y anti-inflamatoria. Se consideran anti-

inflamatorios moderados, incluso inferior aladel acido acetil salicilico (A.A.S.).

Dichos derivados propidnicos poseen un cardcter quiral, en su mayoria las formas
farmacéuticas son preparados racémicos de los enantiomeros R(-) y S(+), siendo la forma S(+) la
farmacol 6gicamente activa, aunque la mayoria de ellos sufren bicinversion® "in vivo" de R(-) a S(+).
Debemos sefialar que en e KP* dicha bioinversion ocurre de manera muy ligera précticamente
inexistente en humanos.

“L Chi, S.C., Jun, H.W. Release rates of ketoprofen from poloxamer gels in a membraneless difussion cell. J.
Pharm. Sci. 80: 280-283, (1991).

* Chen,Ch.-Sh., Shieh, W-R, Lu, P-H., Harriman, S., Chen, Ch-Y. Metabolic sterecisomeric inverson of
ibuprofen in mammals. Biochi. Biophys. Acta, 1078, 411-417, (1991).

*3 M.J.Barbanoj, R.M., Antonijoan, Gich, I. Clinical pharmacokinetic of desketoprofen. Clin.
Pharmacokinet. 40(4), 245-62. (2001). Review.
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2.1.2. Farmacocinética

L as principales caracteristicas farmacocinéticas de este grupo se resumen en la tabla.

Tabla 1. Caracteristicas farmacocinéticas de los farmacos del grupo de los &cidos aril propidnicos.

Farmaco Absorcién Metabolismo t ., Vd Unién a ClI Excrecion
(%) Presistémico () Proteinas (ml/Kg/min) urinaria
(%) (%)
Ketoprofeno > 90 Escaso 1-3 7,7 95 1,2 <1
Fenbufeno 80 10-17 7 98
Fenoprofeno  80-90 Escaso 14-29 7 99 05-1,1 2-5
Flurbiprofeno > 95 3-6 7 99 0,3 <15
I buprofeno > 05 2 7 99 0,75 <1
Naproxeno 100 5% 12-15 63 99 0,13 <1

2.1.2.1. Absorcién:
Como puede observarse todos se absorben de forma completa por via oral debido a sus
caracterigticas lipdfilas, con ty comprendidos entre 1-2 horas. En general la comida reduce la

velocidad de absorcion pero no la cantidad total de farmaco absorbido.

2.1.2.2. Distribucion:

El grupo de los AINESs se caracteriza porque estos farmacos se unen intensamente a la
albumina®, en un 99 % a las concentraciones que alcanzan en plasma. Cuando la concentracion de
albimina disminuye, por jemplo en la artritis reumatoide, la fraccién libre aumenta. Difunden bien, y
pasan a liquido sinovial, donde alcanzan concentraciones que suelen ser la mitad de la plasmética, ya
gue la concentracion de albumina es menor. La posible estereoselectividad en cuanto a la unién a
proteinas plasméticas para el KP ha sido estudiada®™, obteniéndose resultados parecidos para los dos
enantiémeros (99,20 % para e R(-) y 99,22 % para el S(+)). A atas concentraciones, se observa un

pequefio grado de estereoselectividad en la union a la albdmina sérica humana, siendo la cantidad de

“ Muller, N., Payan, E., Lapicque, F., Bannwarth, B., Netter, P. Pharmacological apspects of chiral
nonstereoideal antiinflammatory drugs. Fundam. Clin. Pharmacol., 4:617:634 (1990).
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S(+)-KP libre mayor a R(-)-KP. Cuando la administracion es de tipo crénico (p.€j. monitorizacion en
artritis reumatoide) se alcanzan concentraciones que fluctlan menos que las plasméticas y permiten
distanciar mas la administracion. Pasan la barrera placentariay alcanzan concentraciones muy bajas en

laleche.

2.1.2.3. Metabolismo:

Como habiamos citado previamente la inversion enantiomérica se observa para la mayoria de
los AINES, y ha sido descrita en la bibliografia®. La direccion de la inversion quiral en humanos es
unidireccional del isdbmero R(-) a S(+), aunque para los ratones se ha encontrado bioinversion
bidireccional®’. La bioinversion del KP es muy extensa en rata, mono, ratén, siendo baja en humanos,

cobayay conejos.

Ademas de la inversion quiral, la enantioselectividad puede observarse en otras vias
metabdlicas como, por gemplo, en la oxidacion y conjugacion del é&cido glucurénico. El KP esta
sometido a un metabolismo*® significativo por parte de la unién difosfoglucuroniltransferasa hepética,
produciendo metabolitos, acil glucurdnidos, los cuales poseen actividad reactiva propia, sufriendo

diversas transformaciones quimicas en condiciones fisiol6gicas de pH y temperatura.

2.1.2.4. Excrecion:

Las semividas de eliminacion oscilan entre las 2 'y 4 horas, excepto € naproxeno (12-15 horas)
y los metabolitos activos del fenbufeno (aproximadamente 10 horas). Se ha descrito en la bibliografia
la existencia de estereoselectividad en la excrecion biliar del KP en rata® y en pacientes
col estomi zados™.

> Hayball, P.J., Nation, R.L., Bochner, F. Plasma protein binding of ketoprofen enantiomers in man. Method
development and its application. Chirality, 3: 460-466 (1991).

6 Nakamura, Y., Ymaguchi, T., Takahashi, S., Hashimoto, S., Iwatani, K., Nakagawa, Y. Optical isomerization
mechanism of R(-)-hydratopic acid derivates. J. Pharmacobio-Dyn., 4:s-1 (1981).

“" Mauledn, D., Artigas, R., Garcia M.L., Carganico, G. Preclinical and clinical development of desketoprofen.
Drugs, 5:24-46 (1996).

“8 Upton, R.A., Buskin, JN., Williams, R.L. et a. Negligible excretion of unchanged ketoprofen, naproxen and
probenecid in urine. J. Pharm. Sci. 69:1254-1257, (1980).

* Foster, R.T.; Jamali, F. Stereoselective of ketoprofen in the rat. Influence of route of administration. Drug
Metab. Disp., 16: 623-626, (1988).

* Foster, R.T.; Jamdli, F.; Russel, A.S.; Alballa, S.R. Pharmacokinetics of ketoprofen enantiomers in healthy
subjects following simple and multiple doses. J. Pharm. Sci., 77: 70-73 (1988).
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Laprincipa viade eliminacién del KP eslaurinaria, en su mayor parte metabolizado. Presenta
un aclaramiento disminuido en pacientes con disfuncién renal, en ancianos™ en los que se espera que
la funcién renal esté disminuiday en pacientes que reciben probenecid de forma concominante®. Se
cree que este fendbmeno ocurre paralelamente a la disminucién de la excrecion renal de acil
glucurénidos, que provoca la acumulacién sistémica de estos conjugados labiles seguida de su f&cil
hidrdlisis inversa hacia el farmaco original. Dicha regeneracion sistémica del AINE original tendria
ciertas implicaciones estereoquimicas Unicas para los derivados propidnicos sujetos a la posible
inversion quiral metabdlica. Por tanto, tras la administracion del farmaco racémico podria presumirse
una exposicion desproporcionada del isdmero S(+) desconjugado y farmacol 6gicamente activo. El KP
sufre un retraso en e aclaramiento del R(-) y S(+)-KP en pacientes con artritis reumatoide debido a
este hecho.

2.1.3. Reacciones adversas

En general son similares a las de los restantes AINEs. Sin embargo, hay que destacar que, en
conjunto, se asocian a una menor incidencia de alteraciones gastrointestinales que el AAS (é&cido acetil
sdicilico), la fenilbutazona o la indometacina. No presentan los problemas sanguineos de las
pirazolonas y producen menos molestias neurolégicas que la indometacina. Pero por otro lado los
derivados propidnicos siguen produciendo el mismo tipo de reacciones adversas que los demés AINEs,

teniendo en cuenta que ademas su eficacia clinica no alcanza la de los farmacos més potentes del

grupo.

Pueden originar en grado diverso: dispepsia, erosiones y ulceraciones gastrointestinales;
alteraciones neurol 6gicas en forma de sedacién, somnolencia, mareo o cefalea; erupciones dérmicas y
diversas reacciones de hipersensibilidad incluida la fototoxicidad; son infrecuentes las reacciones
hematopoyéticas y hepéticas. En cuanto a las alteraciones renales, cabe esperar unainterferencia de la
funcion renal cuando ésta depende criticamente de la actividad local de los eicosanoides. Pueden

aumentar el tiempo de hemorragia debido a su accidén antiagregante.

* Advenier, C., Roux, A., Gobert, C. et al. Pharmacokinetics of ketoprofen in the elderly. Br. J. Clin. Pharmacol,
16:65-70, (1983).
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2.1.4. Estado actual del ketoprofeno

Como ya hemos sefidlado anteriormente, el KP, es uno de los f&rmacos de primera eleccion

por sus propiedades analgésicas y anti-inflamatorias, en patologias tales como la artritis reumatoide, o

bien como analgésico en dolores agudos de caracter simple.

Debido a que la responsabilidad de la accion (analgésica, anti-inflamatoria y también de los
efectos adversos que presentan los derivados del &cido propionico) se debe a S(+)-KP, y que apenas
existe biotransformacion R(-) en S(+)-KP "in vivo" en humanos. Se han desarrollado dos
formulaciones, que son actualmente comercializadas (Desketoprofeno ® y Enantium ®) conteniendo
el farmaco en su forma enantiomérica S(+)-KP. Légicamente estas nuevas formulaciones obligan a
una pauta posol 6gica diferente a la utilizada cuando se utiliza la mezcla racémica. Se reduce ala mitad

ladosis de farmaco en el caso del medicamento que contiene el S(+)-KP.

2 Foster, R.T., Jamali, F., Russell, A.S. Pharmacokinetics of ketoprofen enantiomers on cholecystectomy
patients:influence of probenecid. Eur. J. Clin. Pharmacol., 37:589-594, (1989).
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2.2. RICOBENDAZOL

El ricobendazol (RBZ) es un farmaco derivado del grupo de los bencimidazol carbamatos, €l
[5-(propyltio)-1H-bencimidazol-2-yl] éster metilico del &cido carbamico, (figura 6) es una base débil
gue posee dos pK, (0.20 - 9.79) gque se presenta como un polvo cristalino, blanco e inodoro, con un

peso molecular de 281.3 g/mol. Es préacticamente insoluble en agua.

CH3CH,CH2SO N
U }-NH-COOCH;

N

H

Figura 6. Estructura quimica de RBZ

El RBZ es un farmaco originariamente derivado del abendazol (ABZ), es el metabolito activo
que aparece tras la oxidacion de su grupo sulfuro en sulféxido (ABZ-SO™ = RBZ) que posee un centro
sulfuroso asimétrico responsable de la aparicion de actividad quiral. Tras una segunda oxidacion del
grupo sulfuro aparece otro metabolito, en este caso la sulfona (ABZ-SO,), que no posee actividad
quiral. En lafigura 7 se muestra la cadena de reacciones que originan la apariciéon de los metabolitos
del ABZ entre los cuales se encuentra e RBZ también denominado ABZ-SO™ objetivo de nuestro
estudio.
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Figura 7. Metabolismo del ABZ.

El ABZ, RBZ y mebendazol (MBZ) son farmacos derivados del benzimidazol carbamato con
caracteristicas antihelminticas usados para € tratamiento de la helmintiasis tanto en animales como en
humanos. Actualmente son especiamente utilizados para el tratamiento del Echinococcus alveolar

(AE). Las caracteristicas generales de este grupo de farmacos se describen a continuacién.
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2.2.1 Actividad antihelmintica

En los gusanos inhiben de manera irreversible y selectiva la captacion de glucosa
deplecionando los depdsitos de glucosa; provocan la desaparicion selectiva de microtdbulos
citoplasméticos en las células tegumentarias e intestinales. Como consecuencia, inducen la

inmovilizaciéon y la muerte de los parésitos.

2.2.2. Caracteristicas farmacocinéticas

El MBZ se absorbe muy escasamente en el tracto gastrointestinal y lo poco que se absorbe
muestra una biodisponibilidad muy pequefia, debido a que sufre una gran eliminacién consecuencia
del efecto de primer paso en el higado (80%); la absorcion aumenta, sin embargo con la comida. Tras
la administracion crénica las concentraciones plasmaticas aumentan; el MBZ absorbido se une
intensamente a proteinas (95%), se metaboliza parcialmente en el higado y es excretado, tanto en

forma activa como metabolizada, por la orina.

En & caso del ABZ, éste es absorbido en mayor cantidad que e MBZ en e tracto
gastrointestinal, por tanto alcanza concentraciones méas elevadas en el plasma sin necesidad de
administraciones crénicas, y por lo tanto en el liquido quistico de la hidatide. Se metaboliza en higado
originando sus dos metabolitos ABZ-SO" = RBZ y ABZ-S0O,. Como ya hemos sefialado anteriormente
la forma sulfoxido, es decir, ABZ-SO™ es el metabolito activo que posee un centro de asimetria. En la
bibliografia se pueden encontrar diferentes trabajos en los cuales se estudia la farmacocinética de cada

uno de los enantiémeros de RBZ,

> Marques, M.P., Takayanagui, O.M., Bonato P.S, Santos SR, Lanchote, V.L
Enantioselective  kinetic disposition of abendazole sulfoxide in patients with
neurocysticercosis. Chirality, 11(3):218-23, (1999).
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Por otro lado, no existe hasta este momento constancia de las diferencias enantioselectivas en
cuanto a la actividad de dicho f&rmaco. Se desconoce, qué enantiomero de RBZ es responsable de la
actividad antihelminticao si por €l contrario son ambos los que contribuyen de la misma manera.

2.2.3. Reacciones adversas

Son escasas y de poca intensidad; a veces produce molestias gastrointestinales, picor, erupcion
dérmica y fiebre. Con dosis altas, como las utilizadas en la triquinosis y € quiste hidatidico, puede
provocar neutropenia reversible. Facilita la secrecion de insulina por lo que puede potenciar la
hipoglucemia inducida por la insulina e hipoglucemiantes orales. Produce teratogenia en rata pero no
en otras especies animales; se recomienda limitar su uso en embarazadas.
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2.3. TALIDOMIDA

La talidomida (TH) ((£)-N(2,6-Dioxo-3-piperinidil) de ftalidimida) (figura 8) es un polvo
blanco, con un olor caracteristico, y con un peso molecular de 258.2 g/mol. Es practicamente insoluble
en agua, pero soluble en dimetilsulfoxido (DM SO). Se debe mantener protegido de luz, ya que ésta
provoca su hidrdlisis. Posee un centro asimétrico en su estructura quimica, que le hace responsable de

laaparicion de los enantiémeros. R(+)-TH y S(-)-TH.

Iz

Figura 8. Estructura quimicade la TH. (Centro quiral marcado con asterisco).

2.3.1. Actividad farmacol 6gica

La TH posee propiedades inmunoldgicas y anti-inflamatorias. También se conocen sus
propiedades inmunosupresivas. Es efectiva 'y por tanto utilizada en el tratamiento de la lepra tipo 2
(erythema nodosum leprosum)®, y se suele utilizar en dosis de 400 mg/dia durante dos semanas.
Posteriormente se reduce a dosis de mantenimiento (50-100 mg/dia). No resulta efectivo, sin embargo,

paralalepratipo 1.

La TH comenzd siendo utilizada como agente inductor del suefio. También sus
caracteristicas inmunosupresivas la han hecho Util para el tratamiento de diversas enfermedades en las
cuales se encuentra implicado el sistema inmunolégico. Recientemente, ha sido reevaluada, por la

FDA, por sus efectos moduladores de la inmunidad, y en los desordenes autoinmunes, y en €

> Héglund, P., Erikssonj, T., Bjorkman, S. A double-blind study of the sedative effects of the thalidomide
enantiomers in humans. J. Pharma. Biopharm. 26 (4), 363-83, (1998)
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SIDA®®*, La TH también modula la produccién de TNF (alpha) *"*, una citoquina conocida para

inducir €l suefio en animales de experimentacion.

2.3.2. Efectos adver sos

La TH fue retirada de uso como hipnético no barbitdrico a principio de los afios 60 tras
haberse descubierto que producia efectos teratogénicos en mujeres embarazadas >. Tras diferentes
estudios para dilucidar el verdadero proceso fisioldgico que provocaba la aparicion de dichas
malformaciones en los fetos, se comprob6 que era debido principalmente a uno de los enantiémeros
S(-)-TH. Hoéglund et a.® demostraron en 1998 que los efectos positivos de la molécula se debian
fundamentalmente a enantiomero R(+)-TH. Se ha comprobado también la aparicion de bioinversion,

proceso que justificalaimposibilidad de formular €l enantiémero S(-)-TH solo.

% Gorin, I. Thalidomide in hyperalgic pharyngeal ulceration of AIDS. Lancet, 335, 1343, (1990).

* Bessis, D. Thalidomide for systemic lupus eythematosus. Lancet, 339, 549-550, (1992).

%" Sampaio, E.P.J. Thalidomide selectively inhibits tumor necrosis factor alpha production by stimulated humane
monocytes. Exp. Med., 173, 699-703, (1991).

% Nishimura, K. (S)-form of alpha-methyl-N(al pha)-phthalimidoglutamide, buty noits ®-form, enhanced phorbol
ester-induced tumor necrosis factor.alpha production by human leukemia cell HL-60:implication of optical
resolution of thalidomide effects. Biochem. Biophy. Res. Com., 2, 455-460, (1994).

* Lenz, W. Malformations caused by drugsin pregnancy. Lancet, 45, (1962).

% Hoglund, P., Eriksson, T., Bjérkman, S. A double-blind study of the sedative effects of the

thalidomide enantiomers in humans. J. Pharm. Biopharm., 26, 363, (1998).
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3. ESTRUCTURA CRISTALINA INTERNA DE FARMACOS Y QUIRALIDAD

La estructura cristalina que posea e farmaco es importante debido a que de ella se deducen
muchas propiedades fisicas. Para determinar €l grado de cristalinidad se puede observar €
comportamiento de la sustancia en estudio frente a la temperatura. Existe una relacion directa entre el

punto de fusion y la cristalinidad y posteriormente se relacionaran ambos factores con la solubilidad.

Las técnicas que permiten estudiar comparativamente e comportamiento frente a la

temperatura de las muestras y su estructura interna son las siguientes:

Determinacion visual del punto de fusion obtenido de manera directa por calentamiento de la
sustancia problema en un capilar.

Punto de fusién obtenido a partir de latécnicade andlisis térmico diferencial (DSC).

La estructura interna, se puede caracterizar por distintas técnicas complementarias:
microscopia electrénica de barrido, espectroscopia infrarroja o difractrometria por rayos
X. Esta Ultima técnica sera especialmente Util para la diferenciaciéon entre las formas

amorfasy las cristalinas, y asi como pequefias modificaciones en la estructura cristalina.

3.1. FORMAS POLIMORFICAS

Los principios activos y 1os excipientes pueden presentarse en estado amorfo o cristalino. La
forma amorfa se presenta cuando las moléculas de una sustancia al estado sélido no estén dispuestas
de forma regular, sino que presentan una disposicién desordenada y aleatoria, claramente diferenciada
en su estructura de las formas cristalinas. Estas Ultimas pueden presentar diferentes disposiciones
moleculares en estado sélido, dando lugar a diferentes formas polimorficas. Estas diferencias en la
disposicién molecular de sustancias con la misma composicién quimica se traducen en modificaciones
de algunas propiedades, tales como: solubilidad, punto de fusién, densidad, comportamiento 6ptico,
estabilidad., etc., que tienen importantes implicaciones tanto en operaciones farmacotécnicas como en

aspectos biofarmacéuticos.

Aunque muchos farmacos se presentan en dos 0 més formas polimorficas, solo una de ellas es
termodindmicamente estable para unas condiciones fijas de presion y temperatura, presentando

ademas, un mayor punto de fusion y una menor solubilidad. Las restantes revierten con el tiempo ala
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forma més estable de acuerdo a procesos cinéticos que deben ser adecuadamente caracterizados
siempre que se recurra a la utilizacion de formas metaestables. La utilizacion de estas formas esta
justificada, siempre que se asegure una estabilidad fisica 'y quimica, para mejorar las propiedades de
solubilidad. La seleccion de una forma metaestable exige, por tanto, mantener su integridad bajo las
diferentes condiciones a las que va a ser sometido el farmaco en la distintas operaciones tecnol dgicas.
Transformaciones polimoérficas pueden producirse durante operaciones, tales como pulverizacion,
mezclado, granulacion, secado, compresion. Asi, por gjemplo, e fenobarbita®, o la clorpropamida®™
congtituyen ejemplos de farmacos que experimentan transformaciones polimorficas atribuidas a

diferentes procesos farmacotécnicos.

3.2. ESTRUCTURA CRISTALINA QUIRAL
Si antes hablamos de las formas polimoérficas como una particularidad que poseen algunos
farmacos, y sus implicaciones en las diferencias fisico-quimicas que poseen, debemos entrar a

describir minuciosamente las particularidades que poseen en su estructura los farmacos quirales.
Asi podemos hablar de las interacciones, homo y heteroquirales (figura 9).
¢ Interacciones homoquirales: Son las fuerzas de atraccion o repulsion, que poseen entre si,
mol éculas de la misma especie quiral, (R----R).
e Interacciones heteroquirales: Son las fuerzas de atraccion o repulsion que poseen entre si,

moléculas de diferente quiralidad, (R----S).

Las interacciones homo y heteroquirales, no son de la misma magnitud:

® Otsuka, M., Onoe, M., Matsuda, Y. Physicochemical stability of phenobarbital
polymorphs at various levels of humidity and temperature. Pharm. Res. 10(4), 577-82, (1993)
%2 Otsuka M, Matsumoto T, Kaneniwa N. Effects of the mechanical energy of multi-tableting
compression on the polymorphic transformations of chlorpropamide. J. Pharm. Pharmacol.,
41(10), 665-669, (1989)
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( AGretero # AGromo) ~ G= Energialibre de Gibbs

Este hecho es debido a que las dos especies de agregados son diasteromeros, es decir (R----R) versus
(R----S)%. Esta diferencia se encuentra solo a estado sdlido, ya que no hay o es précticamente nula en
el medio liquido y gaseoso. Sin embargo en medios quirales a estado sdlido, la diferencia (AG =
AGheero - AGromo) €S Significativa, debido a que el racemato frente al enantiomero puro posee distintas
propiedades fisicas o diferente actividad bioldgica. Esta diferencia se denomina: Discriminacién

enantiomérica.

RSRSRS
RSRSRS

RSRSRS
RSRSRS

RRSSRS
SRRSRS
RSSRSS
SRSRRS

Homoquiral Heteroquiral Solucion sdlida

Figura 9. Especies homo y heteroquirales.

La cristalizacion es un proceso que consiste en la organizacién de las moléculas en una
simetria determinada y adecuada. La estructura cristalina de una molécula base con propiedades
quirales puede ser: homogquiral, como cristal enantiomérfico, o heteroquiral, como los cristales
racémicos. Las diferencias termodinéamicas existentes entre las distintas estructuras son mostradas en

lafigura 10.

% Elie, E.L., Wilen, SH., Mander, L.N. Stereochemistry of organic compounds; John Wiley & sons:New Y ork,
(1994).
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Figura 10. Diagramas de fase binarios de los distintos tipos de racematos cristalinos (a)
Conglomerado racémico, (b) Compuesto racémico y (c) Pseudoracemato..

En lafigura 10 se observan los distintos diagramas de fases de | os distintos tipos de racematos
cristalinos, de los cuales, el conglomerado representa sdlo €l 5-10 % de los racematos cristalinos,
mientras que los compuestos racémicos representan el 90-95 % de los racematos cristalinos. Este
hecho se justifica debido a que estos Ultimos son mas estables termodindmicamente que los
conglomerados. La mayor estabilidad de los compuestos racémicos frente a los conglomerados, se
comenzé a estudiar hace un siglo. Wallach et a.* tras estudiar 12 pares de cristales homoquirales y
heteroquirales, concluy6 que la organizacion cristalina es més fécil en aquellas estructuras que poseen
ambas especies enantiomeras (R----S), que en aquellas estructuras en las cuales solo existe unas de las
formas enantiomericas, es decir (R----R) 6 (S----S). Varios estudios™ fueron redizados afios después
para comprobar que el postulado de Wallach era cierto. Finalmente Brock et a.® concluye afirmando
en 1991 que los cristales racémicos son intrinsecamente mas densos y estables que su equivalente

quiral.

& Wallach, O. Ueber gebromte Derivate der Carvonreihe. Liebigs. Ann. Chem, 286, 90-143, (1895).

& Jacques, J., Collet, A., Wilen, S.H. Enantiomers, Racemates and Resolutions. John Wiley & Sons. New Y ork,
1981 (edicion 1991, modificada por, Krieger Publishing Company, Malabar, FL, 1994).

% Brock, C.P., Schweizer, W.B., Dunitz, J.D. On the validity of wallach’srule: on the density and stability of
racemic crystals compared with their crystal counterparts. J. Am. Chem. Soc. 113, 9811-9820, (1991).
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Para observar |as posibles diferencias cristalinas®’ de |os racematos puros y de sus equivalentes
quirales, se utiliza la técnica de difraccion de rayos X, y de resonancia magnética nuclear *C
(R.M.N.).

Pero también se debe tener en cuenta € punto de vista termodinamico. Como ya hemos
comentado anteriormente una especie racémica puede encontrarse como compuesto racémico,
conglomerado o como pseudoracemato. Se pueden distinguir construyendo sus fases binarias, a partir
de la medida del punto de fusion de la especie racémicay de sus correspondientes enantiomeros. De
los resultados obtenidos, y como se puede observar en la figura 10 se puede identificar el tipo de
especie cristalina. Normalmente se obtendran compuestos racémicos o conglomerados™®; més inusual
es la presencia de especies racémicas como pseudoracematos. Varios estudios desarrollados por Li y
Grant™, demuestran que la entalpia de fusion de los compuestos racémicos es mayor que la de sus
equivalentes quirales. Los resultados que obtuvieron para 25 moléculas quirales estudiadas, muestran
los tres tipos de especies racémicas (compuestos racémico, conglomerado y pseudoracemato) pueden
ser caracterizados por sus caracteristicas termodinamicas. La energia de formacidn es siempre negativa
para el compuesto racémico indicativo de ser la forma mas favorable. La entropia de mezcla a estado
liquido del conglomerado racémico es précticamente igua que el asumido como ideal (1.38 cal mol ™

K.

Pero este estudio no seria adecuado como Unico en algunos casos, en particular cuando la
especie racémica pueda existir como un compuesto racémico metaestable o como conglomerado. Por
tanto, se deben utilizar complementariamente las siguientes técnicas previamente mencionadas. |la
difraccion de rayos X (DRX), o bien la resonancia magnética nuclear (RMN). También puede ser

utilizada la espectroscopiainfrarrojo (IR) de barrido

®7Li, Z.J. Implications of chirality on the Physical properties and crystallizations of chiral drugs. Ph.D.
Dissertation, University of Minnesota, (1997).

% Neau, S.H., Shinwari, M.K., Hellmuth, E.W. Melting point phase diagrams of free base and hydrochloride
salts of bevantolol, pindolol and propanolol. Int. J. Pharm., 99, 303-310, (1993).

 Prankerd, R.J., elsabee, M. Thermal analysis of chiral drug mixtures: The DSC behavior of mixtures of
ephedrine HCI and pseudoephedrine HCI enantiomers. Thermochim. Acta., 248, 147-160, (1995). Li, Z.J., Grant,
D.J. W. Thermal analysis as amethod for characterizating racemic species. Pharm. Res. 13(9) suppl, 340, (1996).
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i, 2.3, Grant, D.J. W. Thermal analysis as amethod for characterizating racemic species. Pharm. Res. 13(9)
suppl, 340, (1996).



Solubilidad 45

SOLUBILIDAD Y RECURSOS TECNOLOGICOS PARA AUMENTARLA

Se puede considerar la solubilidad como una consecuencia de la cristalinidad de la molécula

Podemos decir que generalmente a mayor grado de cristalinidad, menor solubilidad, y a contrario, a

menor cristalinidad mayor solubilidad.

4.1. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA SOLUBILIDAD

Existen diversos factores que pueden influir en la solubilidad de |os farmacos:

e El tamafio y laforma de las zonas apolares del fa&rmaco a solubilizar. Ambos factores condicionan

el punto de ebullicién de la solucién. Cuanto mayor sea dicho punto de ebullicion menor sera la

solubilidad del farmaco.

e El punto de fusion es indicativo de la cohesién molecular que se produzca. Ademés, €l punto de

fusién, incluso de aguellas moléculas que forman soluciones no-ideales, es indicativo para

predecir la solubilidad de un farmaco. En la tabla 2 se muestran las diferentes solubilidades de los

derivados de sulfonamida.

Tabla 2. Solubilidad de |os distintos derivados de la sulfonamida

Compuesto Punto de fusion (°C) Solubilidad
Sulfadiacina 253 0,077 g/l
Sulfameracina 236 0,200 g/l
Sulfapiridina 192 0,290 g/l
Sulfatiazol 174 0,590 g/l

La influencia de los diferentes sustituyentes en la solubilidad de los farmacos en agua,

depende directamente de las propiedades del soluto, por ejemplo, de la fuerza de cohesién del propio

farmaco, o por la posibles interacciones que se produzcan entre dicho sustituyente y las moléculas de

agua.
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e El grado de ionizacidn es otro factor importante en la solubilidad de los farmacos. Dicho factor
depende directamente del pH de la solucién en que se encuentre. Serd uno de los factores méas
importantes a la hora de la administracion “in vivo” del farmaco, debido a que de é dependen
varios estadios de LADME: la absorcion, distribucion y excrecion. A la vez sera importante en la
biodisponibilidad del farmaco administrado a organismo, por la posibilidad de mantener una

proporcion adecuada de porcentaje ionizado/porcentaje no ionizado.

El efecto del pH en la ionizacion de écidos y bases déhiles, puede resumirse de la siguiente

manera

Durante la disociacién de los mismos, un determinado grupo quimico pasa de ser un grupo

apolar a ser polar:

- COOH _ - COO

o también:

- NH3" -NH;

Logicamente, e grupo quimico cargado favorece la solubilizaciéon de la sustancia en agua,
mientras que ocurrird lo contrario si el grupo quimico no esta cargado. Al cambiar el pH en un
intervalo cercano a pK de este grupo quimico, cambia la proporcion de sustancia con € grupo

quimico cargado, por lo que la solubilidad de aquélla también cambiara con el pH.

L os compuestos racémicos son moléculas formadas por cantidades equimol eculares de ambos
enantiomeros (1:1). Como ya hemos mencionado anteriormente, |os enantiomeros poseen las mismas
propiedades fisico-quimicas, y en principio, lo Unico que les diferencia es la capacidad que poseen de
desviar laluz polarizada hacia laizquierda (LEVO) o la derecha (DEXTRO). Por lo tanto las posibles
modificaciones realizadas en un solvente simple y aquiral, pH, temperatura, sélo deberian afectar, a

resultado total de los dos enantiomeros.



Solubilidad 47

Por otro lado, la existencia en e solvente de sustancias quirales, como por gemplo la
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), algunos &cidos organicos (ac. tartarico), ciclodextrinas (CD),
etc...pueden provocar la aparicion de posibles diasteroisomeros que den lugar a la aparicion de
diferencias enantiosel ectivas entre ambos enantiémeros. Estainteraccion si puede originar cambios en
la solubilidad y velocidades de cesién enantioselectivas y ha sido objeto de varios estudios y trabajos

publicados anteriormente™.

4.2. SOLUBILIDAD EN CONDICIONES FORZADAS DE PRESION Y TEMPERATURA.
Como hemos observado anteriormente, en los estudios previos de solubilidad, € KP, RBZ y

TH se caracterizan por poseer una baja solubilidad en agua. Una forma de aumentar la solubilidad de
dichas moléculas sera por medio del uso de las ciclodextrinas (CD). Las CD poseen en su estructura
una cavidad interna de caracter hidr6fobo, siendo capaces de englobar en su interior a farmaco o

alguna de sus partes hidréfobas.

Existen en la bibliografia diferentes métodos cuyo objetivo es aumentar la eficacia de
penetracion del farmaco dentro de la cavidad hidréfoba de la CD, afiadiendo polimeros hidrosolubles,

y/o &cidos organicos’® ",

La influencia tanto de las CD como de los &cidos organicos ha sido descrito para €l

|, otro derivado de los benzilmilcarbamatos poco soluble en agua. Por medio de la

miconazo
combinacion de la hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) con el &cido lactico, se obtiene un gran
aumento en su solubilidad, respecto a los resultados obtenidos cuando ambos compuestos se utilizan
por separado. Este hecho supone también la posibilidad de reducir la cantidad de CD necesarias parala
solubilizacion total, que como se comentara a continuacién entre sus propiedades posee la de cierta

toxicidad®.

™ Duddu, D.P., Vakilynejad, M., Jamali, F., Grant, D.J.W. Stereoselective dissolution of propanolol
hydrochloride from HPMC matrices. Pharm. Res., 10 (11), 1648-1653, (1993).

2 oftsson, T., Fridriksdétirr, H. The effect of water”soluble polymers on the aqueous solubility and complexing
abilities of B-cyclodextrin. Int. J. Pharm. 163, 115-121, (1998).

8 savolainen, J., Jarvinen, K., Taipale, H. Jarho, P., Loftsson, T., Jarvinen, T. Co-administration of a water-
soluble polymer increaes the usefulness of cyclodextrinin solid oral dosages formas. Pharm. Res. 15, 1696’ 1701,
(1998).

" pid, G., Evrard, B., Fillet, M., Llabres,G.,Delattre,L. Development of non-surfactant parenteral formulation of
miconazole by the use of cyclodextrins.Int. J. Pharm, 169, 15-22, (1998).
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La cantidad 6ptima de polimero hidrosoluble necesario en la solucion acuosa de CD oscila
entre 0.05 y 0.25 %%. Mayores concentraciones suelen provocar una disminucion en la estabilidad de
los complejos formados. Asimismo, para conseguir este efecto las mezclas deberan ser calentadas en

un autoclave®™ entre 120 y 140°C por un tiempo que oscila entre 20 y 40 minutos,

4.2.1. Ciclodextrinas

Las CD forman un grupo de oligosacéridos estructuralmente relacionados que estan formados
por ciclacion del amiddn por un grupo de amilasas llamadas glucotransferasas, contienen 6, 7y 8
unidades de D-glucopiranosa (o, p y y-CD) unidas por enlaces glucosidicos a-(1-4). Tienen forma de
receptaculo, son apolares, poseen una actividad hidrofébica rica en electrones, con tamarios de
cavidades internas de 0.5, 0.6 y 0.8 nm respectivamente. Los hidroxilos de estas macromol éculas estan
orientados hacia el exterior creando sitios disponibles para interacciones hidrofilicas. Inicialmente, la
cavidad de la CD esta ocupada por moléculas de agua. La presencia de moléculas hidrofébicas
dispersas en medio acuoso conduce alaformacién de complejos de inclusion no covalentes através de

desplazamientos de las mol éculas de agua por dichas moléculas hidrof dbicas.

Como se ha sefialado anteriormente una de las caracteristicas principales de las CD sera su
forma cilindrica, su cavidad central algo hidréfoba, asi como su superficie exterior hidrofilica. La
polaridad de la cavidad de la CD ha sido estimada’™ como similar ala de una mezcla de etanol 40% en
agua. Debido a la carencia de rotacion libre de los enlaces que conectan los enlaces de glucopiranosa,
las ciclodextrinas no son moléculas perfectamente cilindricas pero si con algo de forma conica. Todos
los grupos hidroxilos primarios se localizan en el lado més amplio. Las CD naturales mas comunes son
las a, By y-CD. Paramejorar las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de las CD originales, éstas
han sido modificadas. Los derivados de las CD pueden ser obtenidos haciendo reaccionar la CD con
glucosa 0 maltosa. Otros derivados comunes de las CD son las formadas por aquilacion (metil y etil
[-CD) o por hidroxialquilacion de los grupos hidroxilos (hidroxipropil e hidroxietil derivados de la a.,

By y-ciclodextrina). Estas manipulaciones frecuentemente transforman a la CD cristalina en mezclas

" Sz6itli, J., Frémming,K.H. Cyclodextrin in Pharmacy, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, (1994).



Solubilidad 49

amorfas de derivados de CD isoméricas y en consecuencia, la solubilidad acuosa de los derivados es

generalmente mayor gque lade las CD originales.

Las CD naturales son solubles en agua. Debido a las caracteristicas de flexibilidad que posee
en su estructura la y-CD es la que més se solubiliza. Latabla 3 muestra las diferentes solubilidades de
las CD naturales en funcion de latemperatura:

Tabla 3. Solubilidad de las CD a diferentes temperaturas.

Ciclodextrina (g/200ml)
Temperatura (°C) a Yij y
25 17.70 1.88 25.60
35 20.40 2.83 39.00
45 28.50 4.40 58.50

La baja solubilidad de la B-CD se explica debido a la existencia de multiples enlaces de
hidrégeno entre los grupos hidroxilos secundarios. El hidroxilo que se encuentra en el C, de una
unidad de glucopiranosa puede formar un puente de hidrégeno con el hidroxilo adyacente. Debido ala
formacion de estos enlaces de hidrogeno intramoleculares se produce una estabilizacién de la
estructura macrociclica de la CD, formandose esta vez un anillo rigido. La formacion de estos enlaces
impiden que se hidrate la molécula, lo cual viene a acentuar probablemente la baja solubilidad de la 8-
CD"™.

Las moléculas de CD pueden presentar dos tipos de estructura cristalina: en entramado y en
canal. En las estructuras cristalinas tipo entramado, la cavidad de cada molécula de CD se encuentra

blogueada en ambas caras por moléculas adyacentes, dando lugar a la aparicién de cavidades aisladas.

® Szente, L. Hydroxypropylpcyclodextrin, preparation and physicochemical properties. New trends in
cyclodextrins and derivates. Pharm. Techn. Int., 2 (6), 21-29, (1991).
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Dentro de este tipo de estructuras, las moléculas de CD pueden presentar tres formas de

empaguetamiento: tipo canal, tipo empalizaday tipo pared de ladrillos’.

Las estructuras tipo canal se diferencian de las de tipo entramado en que las moléculas de CD
se encuentran apiladas unas encimas de otras. Las moléculas del farmaco estdn embebidas dentro de
los canales sin fin, constituidos por las alineaciones de las cavidades de las CD. Estas alineaciones

pueden ser de dos tipos’™: caralcara o bien cara/cruz.

Las CD cristalizadas obtenidas a partir de soluciones acuosas no poseen sus estructuras vacias,
sino que contienen moléculas de agua en su interior. Los compuestos de inclusion se obtienen
sustituyendo estas moléculas de agua por moléculas de un farmaco adecuado. También el agua de

cristalizacion es parte integrante de la estructura cristalina de la CD ™.

Como se ha descrito anteriormente la -CD posee una pequefia solubilidad, siendo la que
posee un didmetro de cavidad de 6 A, adecuada para albergar en su interior numerosos tipos de
farmacos, incluso aguellos que poseen en su estructura grupos aromaticos. Por estas razones se han

intentado hacer diversas modificaciones con €l fin de aumentar su solubilidad.

Dichas modificaciones han dado origen alos distintos tipos de 3-CD:

1. Alquiladasy metiladas. Las metiladas estuvieron incluidas entre los primeros grupos estudiados en
vista de sus aplicaciones farmacéuticas™. Al introducir grupos metilo entre los hidroxilos del C,,
Cz: y Cs de la B-CD, se evita la formacion de puentes de hidrogeno y se producen cambios
radicales en las propiedades fisicoquimicas de la CD inicial, especialmente incrementandose su
solubilidad.

2. Hidroxipropiladas e hidroxietiladas. (Figura 11).

" Sz6jtli,J. Cyclodextrin Technology, topics in inclusion science. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht,
(1998).

® Moyano Méndez, JR., Ginés Dorado, JM. Arias Blanco, M.J. Rabasco Alvarez, A.M. Utilidad de
ciclodextrinasy derivados en el campo farmacéutico. Tecn. Farm. 71-76, (1994).

" szeitli, J. Cyclodextrin Technology, topics in inclusion science. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht,
(1988)
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Ramificadas: glucosil-, diglucosil-, maltosil- y dimaltosiladas.
Carboximetiladas.
Con radicales sulfoalquileter®. Estos tipos de CD se logran a partir de los grupos hidroxilos que se
encuentran disponibles para hacer posibles estas modificaciones estructurales pudiéndose
incorporar diferentes grupos funcionales alas moléculas de CD.

6. Poliméricas. Las cuales poseen a menos dos unidades de CD, y su peso molecular asciende al
menos 3000 g/moal. El grado de polimerizacién depende del proceso de preparacion, suelen ser una

mezcla de pesos moleculares y por tanto se encontraran en estado amorfo™.

HO
3
HO HO nHo
HOCH, {_OH j/
e
2 OH O
S 2
] CH,0H
G“f!&{

Figura 11. Estructura de la HPSCD

A

4.2.1.1. Caracteristicas biofarmacéuticas y farmacocinénitas.

a) Administracion oral. La inclusion de un principio activo en un complejo de CD puede

reducir sus caracteristicas organolépticas (g. sabor amargo)®, ademés de algunos efectos

8 Yekama, M. Pharmaceutical applications of methylated cyclodextrins. Pharm. Int. 6, 61-65, (1985).
BRajewski,R.A., StellaV.J. Pharmaceutical applications of cyclodextrins and derivatives.2. In vivo drug
delivery. J. Pharm. Sci. (85), 1142-1169, (1996).

¥pitha, J, Milecki, J., FalesH., Pannel, L., UekamaK. Hydroxypropyl-B-cyclodextrin, preparation and
characterization, effect on solubility of drugs. Int. J. Pharm. 29, 73-83, (1986).

8 Fujioka, K., Kurosaky, Y. Sato, S. Noguchi, T., Yamahira, Y. Biopharmaceutical study of inclusion complexes
of bencyclane fumarate. Chem. Pharm. Bull. 31, 2416, (1983).
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secundarios nocivos, como por ejemplo la destruccion de las membranas de la mucosa géstrica
por ciertas sustancias inflamatorias no esteroideas® (AINES).
En cuanto a la biodisponibilidad, se observa generalmente un aumento si la inclusion del
ingrediente activo ya ha mejorado su disolucién. No solamente es la concentracién sanguinea
maxima mas ata (>Cnax), CON la aparicion mas rdpida de los picos (<tma), SINO que € area
bajo la curva es mayor (>AUC) (concentracion plasméticaltiempo). En algunos casos, la
mejoria en la biodisponibilidad causada por la inclusion es tal que algunas veces se puede
considerar una reduccion en la dosis a administrar, lo cual se reflgjard en un aumento en €l
efecto terapéutico. Este hecho ha sido descrito en la bibliografia por varios autores™®°

b) Administracion rectal. La influencia de las CD en la cesion de diversos farmacos en
ensayos tanto “in vitro” como “in vivo” hasido estudiado®. Los ensayos in vivo mostraron un
comportamiento diferente para cada farmaco evaluado, en € caso del diazepam forma un
complejo con la y-CD que se absorbe relativamente rgpido; por otro lado en el ibuprofeno se
observa que al ser administrado a dosis elevadas este hecho disminuye su absorcién. Para la
prednidolona no se observa ningln incremento en la biodisponibilidad al formar complejo con
laB-CD, y sin embargo se detectd una reduccioén en la variabilidad de la absorcién.

0) Administracion cutdnea. En diversas citas bibliogréficas™®

se encuentran diversas lineas
de investigacion dedicadas a estudio de la liberacion y absorcion percutanea de dos
corticoides incluidos en B-CD y formulados en bases hidrofilicas. Se observd que laliberacién
de los ingredientes activos fue aumentada por la inclusién, ademés de que uno de ellos mostré

un incremento en el efecto constrictor 1o que parece reflgjar una mejoria en la absorcion

8 Otero espinar,F.J., Anguiano Igea, S., Blanco Méndez, J., Vila Jato, J.L. Reduction in the ulcerogenicity of
naproxen by complexation with 3-cyclodextrin. Int. J. Pharm. 70, 35-41, (1991).

& Koizumi, K., Miki, H., Kubota, Y. Enhancement of the hypnotic potency of barbiturates by inclusion
complexation with B-cyclodextrin.Chem. Pharm. Bull. 28(1),319-322, (1980).

% Soliman,E.O.A., KimuraK., Hirayama, F. Uekama, K.  El-SabbaghH.M. Amorphous
spirinolactonehydroxypropilated cyclodextrin complexes with superior dissolution and bioavailability. Int. J.
Pharm. 149, 73-83, (1997).

8 Frijlink, H.W., Eissens,A.C., Schoonen,A.JM., Lerck, C.F. The effects of cyclodextrins on drug release from
fatty supporitory bases. Application of cyclodextrin derivatives. Eur. J. Pharm. Biopharm. 38 (5), 174-179,
(1992).

8 Otagiri,M.,Fujinaga,T.,Sakai, A.,Uekama,K. The effects of - and y-cyclodextrins on release of betamethasone
from ointment bases. Chem. Pharm. Bull. 32 (6), 2401-5, (1984).
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percutanea™. Otro estudio con complejos de piroxicam y p-CD¥ fue estudiado observéndose
gue la CD incrementa directa o indirectamente el transporte de complejo. En este campo
también se han realizado estudios en animales para observar los efectos de los derivados de
CD formando complejos con diversos anestésicos locales™.

d) Administracion ocular. Las B-CD% son capaces de reducir la irritacion local que se
produce en algunas ocasiones. Se han estudiado también los efectos que producen las
ciclodextrinas en la liberacion topica™ de farmacos en el ojo. Se cree que las CD pueden ser
Gtiles para reformular suspensiones oftdmicas y transformarlas en soluciones, superando en
estos casos muchos de los problemas que se asocian con la formulacion de farmacos
escasamente solubles en agua™.

€) Administracion ocular. Lainocuidad de las CD administradas via oral parece ser altamente

probable®, pero ésto no puede extrapolarse alaadministracion de éstas por via parenteral ®?.

4.2.1.2. Toxicidad
Uno de los requisitos que deben cumplir los excipientes, y entre ellos las CD consisten en que
no deben tener citotoxicidad intrinseca, 0 si tienen algo, deben ser niveles aceptablemente bagjos. Un

estudio con eritrocitos aislados, que no poseen nucleo, mitocondrias, reticulo endoplasmético u otros

8 UekamaK., Otagiri,M.,Sakai, A., Irie, T., Matsuo,N., Matsuoka, Y.J. Improvements in the percutaneous
absorption of beclomethasone dipropionate by y-cyclodextrin complexation. Pharm. Pharmacol. 37(8), 532-5,
(1985).

% Bettini, R., Santi, P.,Catellani,P.L. Massima,G.,Belloti A., Guyot-Hermann,A.M., Trublin, F., Colombo, P.
Permeation of piroxicamp-cyclodextrin through artificial membranes. Eur. J. Pharm. Biopharm. 38 (6), 203-208,
(1992).

s Dallo, G., Thompson,D.0O., le Corre, P., Chevanne, F., Le Verge, R. Inclusion complexation of amide-typed
local anesthetics with B-cyclodextrin and its derivatives. I1l. Biopharmaceutics of bupivacaine-SBE7-CD
complex following percutaneous sciatic nerve administration in rabbits. Int. J. Pharm. 164, 11-19, (1998).

® Masuda, K., Ito, A., Ikari, T., Terashima, A., Matsuyama, T. Protective effects of cyclodextrin on the local
irritation induced by agueous preparation of flurbiprofen. Y akugazu Zasshi. 104, 1075, (1984).

% |oftsson,T., Stefanson, E. Effect of cyclodextrins on topical drug delivery to the eye. Drug Dev. Ind. Pharm.
23 (5), 473-481, (1997).

% Davies, N.M., Wang, G.,Tucker, |.G. Effect of a hydrocortisone/hydroxypropyl-p-cyclodextrin solution for
ocular drug delivery. Int.J.Pharm. 156, 201-209, (1997).

% Szjtli, J. J. Incl. Phenom. 2, 487, (1987).

% Brewster, M.E., Anderson, W.R., estes, K.S., Bodor,N. Development of agueous parenteral formulations for
carbamazepine tfrough the use of modifies cyclodextrins. J. Pharm. Sci. 80 (4), 380-383, (1991).

" Frijlink, W.H., Visser, J. Hefting, N.R., Meijer, D.K.F. Lerck,C.F. The pharmacokinetics of p-cyclodextrin
and hydroxypropyl-p-cyclodextrin in the rat. Pharm. Res. 7 (12), 1248-1252, (1990).



Solubilidad 54

organel os han proporcionado medidas simples y fiables para clasificar alas CD segun su citotoxicidad
a causa de su interaccion con las membranas que es donde se produce €l inicio del dafio celular. Se
sabe que las CD inducen cambios en la forma de la invaginacién de la membrana en los eritrocitos

humanos, y a altas concentraciones, inducen alalisis™®.

Se ha descrito que la actividad hemolitica de las CD naturales se da en el siguiente orden: a-
CD>B-CD>y-CD. Esta categorizacion se debe a las diferentes velocidades de solubilizacion de los
componentes de la membrana por cada una de las CD. La que tiene menor selectividad lipidica de las

tres CD eslay-CD.

Las CD después de ser administradas oralmente no se hidrolizan durante su transito por el
intestino delgado; la degradacién enzimética por hidrélisis de la flora bacteriana ocurre en €l colon.
Las CD naturales son resistentes a las B-amilasas, que atacan a las terminaciones libres de los grupos,
pero pueden ser atacadas por las a-amilasas, que estan activas dentro de la molécula. Las velocidades
de degradacion para o, B y y-CD son muy diferentes; la velocidad méaxima de hidrdlisis paralap y y-
CD son, respectivamente casi 30 y 500 veces mayor que la medida para la a-CD. Hasta ahora se ha

demostrado quelaa., y la B-CD pueden ser absorbidas, pero muy poco, por el intestino delgado'®.

La administracion oral de las CD no da lugar a problemas de toxicidad aguda o crénica ni a

cambios significativos en los 6rganos o en |os val ores sanguineos biol 6gicos normal es.

Las consecuencia derivadas de la administracion parentera de las CD naturales son
completamente diferentes'™. De hecho, la aplicacion intramuscular de la B-CD da lugar a ulceraciones
y la administracion intravenosa produce nefrotoxicidad y efectos hemoliticos. Probablemente debida a

su alta solubilidad y rapida degradacién enzimética. Lay-CD no presenta tan marcada nefrotoxicidad,

% Irie, T., Otagiri, M., Sunada, M., Uekama, K., Ohtani, Y., Yamada, Y., Sugiyama, Y. Cyclodextrin-induced
hemolysis and shape changes of human erytrocytes in vitro. J. Pharmacobio-Dyn. 5, 741-744, (1982).

% Ohtani, Y., Irie, T., Uekama,K., Fukunaga, K.,Pitha, J.J. Differential effects of alpha, beta and gamma-
cyclodestrins on human erythrocytes.Eur. J. Biochem. 186 (1-2), 17-22, (1989).

190 |rie, T., Tsunenari, K. Uekama, K., Pitha,J. Effect of bile on the intestinal absorption of cyclodextrin in rats.
Int. J. Pharm. 43, 41-44, (1988).
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y por lo tanto, su actividad hemolitica es mucho menor que las de las a-CD y la B-CD'®. La actividad
hemolitica de las CD puede ser la consecuencia de la rotura de membranas causado por la disoluciony
las separacion de los componentes de dichas membranas tales como los fosfolipidos, proteinas y

colesterol. Los derivados de CD presentan diferentes perfiles toxicos y metabdlicos.

La HPBCD no son hidrolizadas por las amilasas gastrointestinales. Estudios de toxicidad a
largo plazo de HPBCD en ratas no revelan ni toxicidad, ni signos visibles de alteraciones patol dgicas,
aunque e grupo experimental mostré un ligero incremento en peso cuando se compard con e grupo
control. Este hecho puede ser debido a la formacién de complejos con los acidos biliares, inhibiendo
su accion desde el intestino y conduciendo por tanto a un incremento en su sintesis, que puede haber

sido responsable del alargamiento observado del higado.

La HPBCD presenta menor actividad hemolitica que la 3-CD y la 2,3-HPBCD es algo menos
hemolitica que la 2- y 3- hidroxipropilderivadas. La actividad hemolitica de la HPBCD disminuye
linealmente con un aumento en su grado de sustitucion'. La capacidad que tiene la HPBCD de
movilizar €l colesterol y la proteina de la membrana del eritrocito humano es menor que lade la B-CD
y de la 3-HPBCD (con el correspondiente grado de sustitucién) y disminuye con un incremento en el
grado de sustitucion. Ademas la 2-HPBCD no causa irritacion a musculo alin a una concentracion de
100 mg/ml?’.

4.2.1.3. Ventajasy aplicaciones de los derivados de | as ciclodextrinas.

Las CD se emplean por su buena capacidad para formar complejos de inclusién sin que sea
necesario la aparicion de enlaces quimicos. La molécula huésped (farmaco) debe ser adecuada en
tamafio y forma para poder encgjar dentro de la cavidad de la estructura sblida formada por la

mol écula receptora (CD).

101 S76itli,J. The metabolism, toxicity and biological effects of cyclodextrins. Cyclodextrins and their industrial
uses. D.Ducheme. (Ed). Editions de Santé, Paris, (1987).

192 Yekama, K., Irie, T. Pharmaceutical applications of methylated cyclodextrin derivates. Cyclodextrins and
their industrial uses. D.Ducheme (Ed) Editions de Santé, Paris, (1987).

103 v oshida, A., Yamamoto, M., Irie, T., Hirayama, F., Uekama, K. Some pharmaceutical properties of 3-
hydroxypropyl and 2,3-hydroxypropyl-p-cyclodextrins and their sobulizying and stabilitizying abilities. Chem.
Pharm. Bull. 37, 1059-1063, (1989).
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Al igua que las CD naturales, los derivados de las CD pueden atrapar moléculas huéspedes,
cambiando sus propiedades fisicoguimicas y farmacéuticas, y especiamente su solubilidad,
biodisponibilidad, estabilidad y poder de irritacion.

La CD son utilizadas habitual mente para aumentar:
A) Lasolubilidad de farmacos poco solubles.

B) Labiodisponibilidad.

C) Laestabilidad.

4.2.2. Combinacion de las CD con polimeros e hidroxiacidos.
Frecuentemente es posible facilitar la solubilizacién a través de la complejacion con CD de

farmacos ionizables mediante un gjuste de pH. Asi, para agunos farmacos es posible favorecer la
complejacion y, por consiguiente, € efecto solubilizante de la CD mediante la adicion de polimeros
hidrosolubles y/o hidroxiécidos alas soluciones de CD®. Se ha demostrado que polimeros tales como
los derivados acuosolubles de la celulosay otros agentes reol dgicos, pueden formar complejos con CD
originales. En soluciones acuosas los polimeros acuosolubles aumentan el efecto solubilizante de las
CD sobre varios farmacos hidrofobicos mediante e aumento de la constante de formacion del
complejo farmaco-CD. Los polimeros seran capaces también de aumentar la solubilidad acuosa de las
CD originaes sin disminuir sus propiedades compl gjantes, haciéndolas mas factibles como excipientes

farmacéuticos'®.

Por otro lado, la adicién de hidroxiacidos tales como los écidos citrico, mélico y tartérico,
pueden aumentar e efecto solubilizante de las CD a través de la formacién de complejos
ternariog/supercomplgjos 0 sales®. Frecuentemente es posible obtener mayores indices de
solubilizacion mediante la aplicacion simulténea de varios métodos. Esta combinacién de métodos
para aumentar la solubilidad del farmaco, tendran también como fin el disminuir la cantidad de CD
adicionada al medio, lo que puede ser Util para disminuir los costes econdmicos, y los efectos toxicos

gue éstas pueden originar.

104 Alvarez, C., Van Hess, T., Pie, G., Liégeois, J.F., Delattre, L, Evrard, B. Preparation of Mebendazole
HPRCD complexes using water-soluble polymers and organic acids. S.T.P. Pharm. Sci. 11(6), 439-442, (2001).
105 oftsson, T., Gudmundsdfiottir, T.K., Fridriksdfiottir, H. Drug Dev. Ind. Pharm. 22, 403-407, (1996).
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Como hemos sefialado anteriormente y en concreto la HPBCD, presenta carbonos asimétricos

a'® numerosas citas

en su estructura, lo cual le confiere propiedades quirales. Existen en la bibliografi
advirtiendo € posible efecto enantioselectivo que puede ejercer la combinacion de un féarmaco

racémico con un excipiente que posea propiedades quirales.

A continuacion se describen los polimeros hidrosolubles (HPMC y PVP) y los hidroxiacidos

(el &cido citrico y € &cido tartérico) utilizados en el estudio.

4.2.2.1. Polimeros hidrosolubles

A. Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)

Es un derivado de los éteres de celulosa™®, grupo muy utilizado en la formulacion de matrices

hidrofilicas'®. El proceso de semisintesis de estos éteres consiste en hacer reaccionar celulosa
purificada con diferentes agentes quimicos en presencia de una base dando lugar a diversas
macromol éculas dependiendo de los reactivos que se utilicen. La hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC),
cuya estructura se recoge en lafigura 12, es €l éter de celulosa mas utilizado. Existen diferentes tipos
en funcién del grado de sustitucion de los grupos metoxilo e hidropropoxilo presentes en las unidades
de glucosa anhidra, cuyas diferencias dan lugar a polimeros con diferentes grados de viscosidad. Se
presenta en forma de polvo fibroso o granular de color blanco a crema, sin olor ni sabor. Es soluble en
agua friaformando soluciones coloidales, practicamente insoluble en cloroformo, etanol (95 %) y éter.
Laprincipal caracteristica de dicho excipiente es la presencia de grupos asimétricos en su estructura la

cual le confiere caracteristicas quirales.

1% Suedee, R., Srichana, T., Rattananont, T. Enantiosel ective release of controlled delivery granules based on
molecularly imprinted polymers. Drug Deliv., 9(1), 19-30, (2002).

197 Wade, A., Weller, P.J. Handbook of Pharmaceutical Excipents. 229-232. Second Edition, American
Pharmaceutical Association, Washington, (1994).

198 Melia, C.D. Hydrophilic matrix sustained-release systems based on polyssacharide carriers. Critical reviews
in Therapeutic Drug carrier Systems, 8, 395-421, (1991).
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CH,OR

OR

OR

OR

CH,0R

OR

Where R is H, CH; or [CH;CH(OH)CHS,).

Figura 12. Estructura general dela HPMC

B. Palivinilpirrolidona (PVP)

Se trata de un polimero de la N-vinilpirrolidona (figura 13) que se comercializa con una serie

de nombres, Kollidon®, Plasdone®, con un peso molecular de entre 10.000 a 700.000. Es un polvo

blanco cremoso, higroscopico, facilmente soluble en agua a temperaturas superiores a 60°C, y muy

soluble en alcoholes o0 en disolventes organicos. Por encima del 10% forma soluciones viscosas, de

reaccion neutra o ligeramente &cida. La viscosidad depende directamente del peso molecular que posea

y de su concentracién. En solucion se caracteriza por ser compatible con numerosas sales organicas.

Figura 13. Estructura quimica de la PVP.

N 0

-

dqa

Pueden aumentar la hidrosolubilidad de los farmacos, utilizandose como soporte inerte soluble

en la formacion de dispersiones sdlidas de farmacos con fines de modificar su solubilidad y su
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velocidad de disolucion. No obstante, hay que considerar la posibilidad de que origine complejos (por
gjemplo, fenitoina'®) que pueden ser causa de inactividad.

Se trata, también, de un agente viscosizante y dispersante en formas liquidas; entre el 10y €
15% origina geles plasticos extensibles con aplicacion en tecnologia de pomadas. Diluyente y
aglutinante de comprimidos. Su variedad reticulada Polyplasdone® tiene especia aplicacién como
disgregante.

En latabla 4 mostrada a continuacion se muestran |as principal es caracteristicas de la PV P

Tabla 4. Principales caracteristicas de la PVP.

Acidez/Alcalinidad PH 5.0-8.0
Densidad 1.22 g/lem®
Humedad Méx. 60%
Tamario de Particula Polyplasdone® <400 um
Polyplasdone® XL-10 <74 um
Kollidon® CL <50 um (50 %)
> 250 pm (max. 1%)
Contenido de sodio 39 ppm Kollidon CL
209 ppm Polyplasdone XL
Superficie especifica 1.03 m?/g

19 Tanino T, Ogiso T, Iwaki M. Effect of sugar-modified beta-cyclodextrins on dissolution

and absorption characteristics of phenytoin. Biol. Pharm. Bull. Mar;22(3), 298-304, (1999).
10 Wade, A., Weller, P.J. Handbook of Pharmaceutical Excipents. 229-232. Second Edition, American
Pharmaceutical Association, Washington, (1994).
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4.2.2.2. Hidroxiacidos

A. Acido citrico monohidrato

El &cido citrico monohidrato, (ac. 2-hidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico monchidrato), es
comunmente utilizado tanto en formulacién farmacéutica, como en laindustria de la alimentacién para
gustar e pH de determinadas soluciones, enmascarar sabores desagradables, como agente antioxidante
0 como agente quelante. Su férmula estructural se muestra a continuacion:;

CH,—COOH

HO—C—COOH ¢ H,0

CH,—COOH

Figura 14. Formula estructural del &cido citrico monohidrato.

Como se puede observar en su estructura, €l acido citrico no posee &omos asimétricos, y asi
por tanto, no posee propiedades quirales. Sera utilizado en nuestro trabajo como agente facilitador de
laformacion de complejos con las CD, debido a sus propiedades quelantes, asi como acidificadoras de
la solucién. Los farmacos RBZ y TH, con propiedades estructurales claramente béasicas, descritas con
anterioridad, aumentan su solubilidad intrinseca en medio &cido. Este efecto sumado a su tendencia a
facilitar la formacion de complejos ternarios™ con las CD, seré un factor limitante a tener en cuenta
en nuestros resultados.

1 Alvarez, C., Van Hees, T., Pid, G., Liegois, J.F., Delattre, L., Evrard, B. Preparation of Mebendazole
HPRCD complexes using water-soluble polymers and organic acids. S.T.P. Pharm. Sci. 11(6), 439-442, (2001).
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En la tabla 5" que se muestra a continuacion se ha anotado, distintas propiedades

caracteristicas del acido citrico:

Tabla5. Principales caracteristicas del &cido citrico monohidrato.

Acidez/Alcalinidad pH =2.2 (1% w/v en solucion acuosa)
Densidad 1.542 g/lem®
Calor de combustion -1972 kJ/mol (-471 kcal/mol)
Calor en solucion a 25°C -16.3 kJ/mol (-3.9 kcal/mol)
Higrospicidad 65-75% poca
>75% alta captacion de agua.
Punto de fusion 100°C
Solubilidad 1 en 1.5 partes de etanol (95%)

1 en menos de 1 parte de agua

Tamario de particula Para textura granular: 99% a través de 4
mm, y un maximo del 10% a través de 590
um.

Para textura de polvo: Al menos un 95% a
través de 250 um, y a menos 65% a través

de 73.7 um.

Viscosidad 6.5 mPas (6.5 cP) para una solucion acuosa
al 50% (w/v) a25°C.

B. Acido Tartérico

El &cido tartérico (ac. 2,3-dihidroxisuccinico) es utilizado al igual que el acido citrico tanto en
la industria farmacéutica como en la industria de la alimentacion. Sus principales usos serdn como
agente acidulante y/o acidificante, enmascarador de sabores o antioxidante. Su estructura quimica se

muestra a continuaci on:

12 Wade, A., Weller, P.J. Handbook of Pharmaceutical Excipents. 123-125. Second Edition, American
Pharmaceutical Association, Washington, (1994).
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COOH

H— C|-—OH
HO— C|3—H

C|OOH

Figura 15. Estructura quimica del &cido tartarico.

Como se puede observar en la figura 15, € &cido tartérico posee asimetria en su estructura,
caracteristica que cobra relevancia en nuestro estudio experimental. Se utilizara el &cido tartérico como
agente acidificador del medio asi como facilitador de la formacion de complegjos con las CD de los
farmacos con caracteristicas bésicas (RBZ y TH), y se observara comparativamente la influencia de su
uso en comparacion con el del &cido citrico en la posible aparicién de diferencias enantioselectividad

en la solubilidad de |os enantiomeros de ambos farmacos.

Dentro de las sustancias relacionadas podemos encontrar, €l &cido D-(-)-tartarico, y e &cido
DL-(%)-tartérico, siendo € primero obtenido a partir de la reaccion del segundo con ciertos
microorganismos, Y € segundo a través de la ebullicion del acido L-(+)-tartérico en una solucién de
hidréxido sodico.

Las principales caracteristicas del &cido tartarico se muestran en la tabla 6" expuesta a

continuacion:

13 Wade, A., Weller, P.J. Handbook of Pharmaceutical Excipents. 522-523. Second Edition, American
Pharmaceutical Association, Washington, (1994).
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Tabla 6. Principales caracteristicas del écido tartarico.

Acidez/Alcalinidad

pH = 22 (1.5% w/v en solucién

acuosa)

Densidad

1.76 glem®

Constantes de disociacion

PKa=2.93a25°C
PKo=4.23a25°C

Calor de combustion

1151 kJ/mol (275.1 kcal/mol)

Punto de fusién

186-170°C

Osmolaridad

3.9% w/v en solucién acuosa es iso-

osmatica con suero

Solubilidad (a 20 °C)

Cloroformo: Précticamente insoluble
Etanol (95 PKy=°C): 1en 2.5

Eter: 1 en 250

Glicerina: Soluble

Metanol: 1 en1.7

Propanol: 1 en 10.5

Agualen0.75

len0.5a100°C

Calor especifico (a 20°C)

1.20 Jg (0.288 cal/g)

Rotacion especifica

[a]p®: + 12.0° (20 % w/v en solucién

acuosa)

4.2.3. Combinacién de las CD con polimeros hidrosolubles y trietanolamina (Ketoprofeno)

Como ya hemos descrito anteriormente se procede a realizar la combinacion de los polimeros
hidrosolubles, con hidroxiécidos para facilitar la formacién de complejos con las CD. Dichos écidos
organicos acidificaran las soluciones y por tanto aumentaran la solubilidad de féarmacos con
caracteristicas bésicas, como ya se ha citado anteriormente, e RBZ y laTH.

Para € tercer farmaco estudiado, €l KP, se ha decidido modificar el estudio. Como ya hemos
comentado anteriormente, el KP es un f&rmaco con caracteristicas &cidas, por lo tanto la inclusion de
éste en un medio acidificado por los acidos organicos (citrico y tartérico) no vera favorecida su
capacidad de solubilizarse, sino todo lo contrario, y por tanto tampoco la inclusion del mismo en la
cavidad de la CD. Por lo tanto y para favorecer la solubilidad del KP, hemos decidido utilizar un
agente alcalinizante como la trietanolamina (TEA).
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4.2.3.1.Trietanolamina (TEA)

La TEA, (2,2",2 -Nitrilotrietanol) se caracteriza por ser un agente alcalinizante, asi como
emulsificante. Su férmula quimica se describe a continuacion:

N(CH, CH, OH);

Figura 16. Férmula quimica de la TEA.

En latabla 7*** a continuacion se observan sus diferentes caracteristi cas fisico-quimicas:

Tabla 7. Principales caracteristicas de la TEA.

Acidez/Alcalinidad

pH = 10.5 en solucion acuosa 0.1N

Temperatura de autoignicion 620 °C

Temperatura de fusion 335°C

Densidad 1.1242 g/lem® a 20 °C
1.0985 g/cm® a 60 °C

Constante de disociacion PK=7.8a25°C

Higroscopicidad Muy higroscépico

Punto de fusién 20-21°C

Solubilidad a 20 °C

Acetona: Miscible
Benceno: 1 en 24
Cloroformo: Soluble
Etanol (95°C): Miscible
Eter: 1 en 63

Metanol: Miscible
Agua Miscible

Tension superficial a 20 °C

47.5 mN/m

Viscosidad

590 mPa s (590,5 cP) a25°C
65.7 mPas (65,7 cP) a60 °C

14 Wade, A., Weller, P.J. Handbook of Pharmaceutical Excipents. 538-539 Wade, A., Weller, P.J. Handbook of
Pharmaceutical Excipents. 123-125. Second Edition, American Pharmaceutical Association, Washington, (1994).
Second Edition, American Pharmaceutical Association, Washington, (1994).



5. FORMULACIONES ORALES DE CESION SOSTENIDA Y QUIRALIDAD.

La FDA considera las formulaciones de liberacién sostenida como "aquellas disefiadas para
liberar un principio activo a velocidades que difieren significativamente de aquellas formulaciones de
liberacion inmediata’.

L as principales ventgjas que ofrecen se detallan a continuacion:

e Seevitan algunos problemas por incumplimiento de la posologia por parte de los pacientes. Se
simplificala posologia por disminucion de las tomas cotidianas de medicamentos.

o Se utiliza ademés menos cantidad de farmaco, con lo que se reducen o incluso se llegan a
eliminar los efectos secundarios. (Por gjemplo: Intoxicacién del paciente cuando se sobrepasa
la concentraci 6n minima toxica)

e Semejora su eficacia de tratamiento ya que la enfermedad remite o se controla antes debido a
que se reduce la fluctuacién del nivel de farmaco. Se mejora con ello la biodisponibilidad de

algunos de éstos.

Seguin el mecanismo de liberacion del principio activo, los sistemas de cesidn sostenida que se

administran por viaoral, pueden clasificarse de la siguiente manera **>*;

e Sistemas de difusion controlada:
1. Sistemareservorio o de membrana

2. Sistemas matriciaes o monoliticos

e Sistemas de disolucién controlada
e Sistemas bioerosionables
e Sistemas controlados por la presién osmética

e Sistemas de intercambio iénico

15 Jantzen, G.M.; Robinson, J.R. Sustained and controlled-release drug delivery systems. En: Banker, G.S.;
Rhodes, C.T. (eds). Modern Pharmaceutics. Marcel dekker, Inc. New Y ork (1996).
16 qwarbrick, J. Advances in controlled drug delivery. S.T.P. Pharm. Prat., 6:53-60, (1996).
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Nos centraremos en |os sistemas matriciales, debido a la tecnologia simple que presentan y su

bajo coste econémico™’.

5.1. SSISTEMAS MATRICIALES

Los sistemas matriciales estan constituidos por una dispersion uniforme de principio activo en
el excipiente. La matriz es una red formada por canaliculos de distinto calibre donde se halla incluido
el principio activo solido. Los excipientes utilizados para € desarrollo de sistemas matriciales son
fundamentalmente de carécter inerte y forman un soporte poroso a modo de esponja. Dicho soporte
constituye "el esqueleto de la matriz", y los poros estardn ocupados por € farmaco. La dosis del
f&rmaco es dos o tres veces superior ala dosis normal, que se libera progresivamente por difusion lenta
después de la penetracion de los liquidos digestivos en los canaliculos del soporte poroso. Los

principal es tipos de matrices son:

o Matrices inertes: Estan constituidas por polimeros que tras el proceso de compresién, dan
lugar a un esqueleto poroso. Por gemplo: Polietileno, cloruro de polivinilo, acetato de
polivinilo, poliamida...

e Matrices hidrdfilas: Elaboradas con agentes gelificantes que se hidratan progresivamente

al entrar en contacto con los fluidos géstricos, permitiendo asi la liberacion del principio
activo. Por egemplo: derivados de los éeres de celulosa, aginatos, goma ardbiga,
gelatinas, carbopol...

e Matrices lipdfilas. El farmaco se encuentra suspendido o incrustado en un material

hidr6fobo. Por gemplo: alcoholes cetilico, este&rico y estearilico, aceite de ricino,

polietilenglical...

La cesién del principio activo a partir de un sistema matricial hidréfilo se puede producir de
dos maneras distintas'®, por erosién y desgaste de las capas més externas del gel con menor
consistencia, o hien por disolucién del principio activo en el medio, difundiendo a través de la barrera

de gel una vez que éste se ha formado. Uno u otro proceso estén relacionados directamente con la

17 Vila Jato, J.L., Delgaso Charro, M.B. Matrices lipidicas como formas orales de liberacion controlada.
Industria farmacéutica, Sept-Oct. 85-95, (1992).
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capacidad del polimero hidréfilo, utilizado para elaborar 1a matriz, para dar lugar a geles consistentes,
y también con la hidrosolubilidad que posea el fa&rmaco. Cuando el gel originado es muy débil o la
solubilidad del f&rmaco muy baja, laimportancia de la cesién por difusion serd escasay la liberacion
estara originada, entonces, principalmente por la erosion de la matriz, con lo que se obtendran perfiles
caracteristicos de cinéticas de orden 0. Sin embargo, para aquellos medicamentos que posean una
hidrosolubilidad aceptable, € mecanismo mayoritario responsable de la liberacién serala difusion. La

liberacion del principio activo tendré lugar de la manera siguiente™®:

e Faseinicia: El agua disuelve € principio activo que se encuentra en la superficie de la
matriz, se produce un efecto “BURST” o de liberacién inmediata. Posteriormente, el agua
se introduce por los poros de la matriz, que origina la gelificacion del polimero. La
velocidad de penetracién depende de la porosidad del sistema y el gel formado no
constituye, necesariamente, una capa continua, en especial, cuando las particulas del
polimero son relativamente grandes.

o Fase estacionariac El agua penetra de forma continua en e sistema, y se produce €
hinchamiento del polimero. La cesién se encuentra controlada, en este momento, por el
proceso de difusion, y no por ladisolucién del principio.

e Fase de agotamiento: La concentracién del principio activo ha descendido por debajo del
valor de su coeficiente de solubilidad. Se observa en esta etapa una disminucion de la

velocidad de cesion del farmaco.

Las matrices seleccionadas para este estudio son de caréacter hidréfilo desarrolladas con un
derivado de los éteres de celulosa; la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC 15), excipiente con
caracteristicas quirales y € Eudragit® RL, excipiente que no posee centros asimétricos en su
estructura. Utilizaremos dichas matrices Unicamente como via tecnolégica para observar la posible

aparicion de cesién enantioselectivadel KP, TH y RBZ.

118 peppas, N.A. Analysis of fickian and Nonfickian drug release from polymers. Pharm. Acta Helv. 60, 110-11,
(1985).

9 Doelker, E. Water swolen cellulose derivative in pharmacy. En: Peppas, N.A. (ed.) Hydrogelsin medicine
and pharmacy, vol. 2. CRC Boca Rat6n. Florida, (1980).
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En la bibliografia podemos encontrar estudios para otros farmacos quirales, propanolol™®,

verapamilo**

, ibuprofeno'® y salbutamol'®, los cudles estudiaron las posibles cesiones
enantioselectivas de los enantiomeros a partir, de las matrices preparadas en cada caso. Los resultados
difieren segin los autores, y los farmacos estudiados. Seglin estos trabajos citados anteriormente,
aparentemente existen pocas diferencias en la velocidad de cesion de los distintos enantiomeros,
aungue en algunos casos, y dependiendo del tipo de excipiente utilizado para formar la matriz, si se
han descrito velocidades de cesién enantioselectivas. Si bien es cierto que la posible relevancia clinica

es minima, puesto que son diferencias pequefias en los valores de velocidad de cesion.

5.2. EXCIPIENTES PARA MATRICES DE CESION SOSTENIDA

5.2.1. Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCQ) (Ver apartado 4.2.2.1.A)

5.2.2. EUDRAGIT® (RL y RS) (Figura 17)

Se trata de un polimero acrilico (polimetacrilato™)

de carécter inerte, insoluble en agua,
utilizado para el desarrollo de matrices que retrasan la cesién de los componentes activos de
formulacion independientemente del pH al que se trabaje. Otra utilidad de dicho polimero consiste en
el recubrimiento de comprimidos y pelets. Su estructura se caracteriza por la presencia de ésteres de
acido metacrilato de caracter neutro con una pequefia proporcién de clorhidrato de trimetilaminoetil
metacrilato. Como se puede observar en su formula estructural no posee atomos asimétricos lo cual

hace que dicho polimero no posea caracteristicas quirales.

20 Duddu, D.P., Vakilynejad, M., Jamali, F., Grant, D.JW. Stereoselective dissolution of propanolol
hydrochloride from HPMC matrices. Pharm. Res., 10 (11), 1648-1653, (1993).

21 Aubrym, A.F., Wainer, |.W. An in vitro study of the stereoselective dissolution of (rac)-verapamil from
sustained release formulations. Chirality, 5, 84-90, (1993).

122 Janjikhel, R.K., Adeyeye, C.M. Stereospecific formulation and characterization of sustained release ibuprofen
microspheres. JMicroencapsul. 14(4), 409-426, (1997).

12 solinis, M.A., Lugara, S., Calvo, B., Herndndez, R.M., Gascon, A.R., Pedraz, J.L. Release of salbutamol
sulfate enantiomers from HPMC matrices. Int. J. Pharm., 161, 37-43, (1998).

124 Wade, A., Weller, P.J. Handbook of Pharmaceutical Excipents. 362-366. Second Edition, American
Pharmaceutical Association, Washington, (1994).
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For Eudragit E:
R;, R; = CH;
Rz = CHzCH:N(CH;);
R4 = CHj, C4Hs
For Eudragit L and S:
R, R; = CH,

H

R, =

Ry = CHj

For Eudragit RL and RS:
R, = H, CH;

Rz o CHg, C;Hs

R3 — CH3

Ry = CH,CH->N(CH3); " CI’

For Eudragit NE 30 D:

R,, R; = H, CH;

R., Ry = CH,, C:Hs

For Eudragit L 30 D-55 and L 100-55:
R,, R; = H, CH3;

R

H
R, = CH;, C>Hs

[l

Figura 17. Formula estructural de los distintos tipos de polimetacrilato.

Dependiendo de la cantidad de amonios cuaternarios en su estructura encontramos los
siguientes polimeros con caracteristicas bien diferentes en cuanto ala cesion:

A) EUDRAGIT RL. La proporcion molar de los grupos amonios cuaternarios en su estructura con
respecto alos ésteres neutros sera de 1:20 (correspondiendo a aproximadamente 50 meqg/100g).

B) EUDRAGIT RS. La proporcion molar en este caso sera de 1:40 (correspondiendo a
aproximadamente 25 meqg/100g).

Debido a que los amonios cuaternarios determinan el hinchamiento del polimero, asi como la
permeabilidad de éste a agua, € EUDRAGIT RL, el cua posee mayor nimero de estos grupos
formar4 matrices de cesion mas rapida. Por e contrario, EUDRAGIT RS, con menos amonios

cuaternarios en su estructura se hinchara mas dificilmente y formard matrices menos permeables.

Debido a las caracteristicas anteriormente descritas y haciendo mezclas de ambos tipos
EUDRAGIT RS (cesion lenta) y EUDRAGIT RL (cesién rapida), se puede controlar la cesion del
farmaco anivel del tracto gastrointestinal.
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Como hemos sefialado anteriormente, este tipo de excipiente serd utilizado debido a que carece
de aomos asimétricos en su estructura, por o que permite comparar con las matrices que seran
desarrolladas con € excipiente quiral (HPMC), por 1o que lo podriamos considerar como un control

gue se afiade en el disefio de experimentos.
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RESULTADOSY DISCUSION
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1. VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS

L os enantiomeros tienen idénticas propiedades fisicoquimicas en un ambiente aquiral, pero a
menudo sus enantiémeros difieren en su actividad y disposicion en € organismo, como consecuencia
de la interaccion con sistemas biolégicos enantioselectivos. Por este motivo, la utilizacién de una
mezcla de esteroisomeros en medicina necesitaria ser estudiada de la misma forma que cualquier otra
combinacion de compuestos, y por tanto, los farmacos quirales, ya seala mezcla racémicao €l isdmero
puro, requieren mayor informacion analitica que los aguirales. El uso de técnicas analiticas que no
discriminan entre los enantibmeros puede llevarnos a cuestionar la relevancia de los datos

farmacol 6gicos y toxicol 6gicos obtenidos para el farmaco en formaracémica.

Este creciente conocimiento de la importancia de la estereoquimica, ha conducido a un
aumento de la demanda de métodos apropiados para determinar la composicion enantiomérica 'y la
pureza de los materiales, tanto de productos naturales, como de productos de sintesis asimétricas.

Las técnicas de cromatografia de gases (GC), electroforesis capilar (EC)'™***

127

y la
cromatografia capilar de alta resolucion (HPLC)™" son las técnicas més utilizadas para las

separaciones enantiosel ectivas.

En nuestro caso, para € andlisis de los tres farmacos (KP, RBZ y TH) hemos elegido un
método directo de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), con una columna quiral tipo AGP,
gue ya ha sido descrita anteriormente en el apartado correspondiente a los materiales y métodos
utilizados.

L os métodos analiticos deben of recer una buena resolucion de los enantidmeros, asi como:

e Caracteristicas préacticas sobre si el procedimiento analitico es fécil o dificilmente realizable.

2 Owens, PK., Fell, AK., Coleman, M.W., Berridge, J.C. Separation of the voriconazole by capillary
electrophoresis and liquid chromatography. Enantiomer, 4 (2), 79-90, (1999).

126 Anderson, J.L., Ding, J., Mc.Culla, R.D., Jenks, W.S., Armstrong, D.W. Separation of sulfoxides and
sulfinate esters on four derivatized cyclodextrins chiral stationary phases using capillary gas chromatography. J.
Chromatogr. A. 946, (1-2), 197-208, (2002).

27 Karnes, H.T., Sarkar, M.A. Enantiomeric resolution of drug compounds by liquid chromatography. Pharm.
Res. 4(4), m285-292, (1987).
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e Caracteristicas de idoneidad: demuestran, en el momento del andlisis su aptitud para el uso.

e Caracteristicas de fiabilidad: demuestran la capacidad del método analitico para mantener a lo
largo del tiempo los criterios fundamentales de validacion. Proporcionan un ato grado de
confianza 'y seguridad en el método analitico y en la calidad de los resultados. También permiten
un conocimiento profundo de las caracteristicas de funcionamiento del método. Asimismo produce
una disminucién en e nimero de falos y por consiguiente de repeticiones a redlizar.
Generalmente se produce una optimizacion del método, por ejemplo, mejorando las caracteristicas

précticasy |as posibilidades de automatizacion.

Como se puede observar las caracteristicas de fiabilidad seran las de mayor importancia a la
hora de validar un método; comprenden los cincos criterios fundamentales de validacion:
LINEALIDAD, PRECISION, EXACTITUD, SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD, que ya han sido

descritos anteriormente en el apartado de materiales y métodos.
A continuacion se muestran los resultados correspondientes a:

1. Lavalidacion de los métodos analiticos para el andlisis de los enantiomeros de KPy RBZ.

2. Lapuestaapuntoy validacién del méodo analitico de los enantiémeros de TH.
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1.1. KETOPROFENO: VALIDACION DE SU METODO ANALITICO.

1.1.1. Especificidad

Se estudia la especificidad para evaluar |a posible interferencia analitica de otras sustancias

sobre la cuantificacion de los enantiémeros del KP, se inyectan alicuotas de una muestra placebo, y
una muestra que contiene 10 ug/ml de KP racémico (5 pg/ml R(-)-KP y 5 pg/ml S(+)-KP). Los

resultados se muestran en lasfiguras 26 y 27.

Figura 26. Cromatograma correspondiente a la muestra placebo.

s
Beid

Figura 27. Cromatograma correspondiente a la muestra que contiene 10 pg/ml de KP racémico (5
ug/ml R(-)-KP y 5 pg/ml §(+)-KP).
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Como se puede observar en e cromatograma correspondiente a la muestra placebo, no se
observa ningln pico que pueda interferir en el andlisis de los enantiémeros del KP, por 1o que de este

modo queda demostrada la especificidad paralos enantiomeros del KP.

1.1.2. Exactitud

Indica la capacidad del método analitico de dar resultados lo més préximos posible a valor
real. Si ladiferencia entre €l valor hallado, y €l valor verdadero es pequefia, la exactitud es buena. Una
diferencia grande significa que la exactitud es inadecuada, y revela la existencia de errores

determinados que deberan corregirse.

A un blanco se le afiadieron distintas cantidades conocidas (concentracion afiadida) de KP
racémico que posteriormente fueron analizadas, determinandose la cantidad por HPL C (concentracion
obtenida) para cada uno de los enantiémeros. Mediante reglas de tres relacionando la concentracion
anadida, y la obtenida en el andlisis se calculd e porcentgje recuperado como se muestra en las tablas

siguientes.

Tabla 33: Resultados obtenidos de porcentaje recuperado (%) de R(-)-KP.

Concentracion Concentracion obtenida

anadida (ug/ml) Areas obtenidas (zg/ml) % recuperado
2.5 26745 2.33 93.20
2.5 27856 2.43 97.20
2.5 27960 2.44 97.60
5.0 58769 5.17 103.40
5.0 57980 5.10 102.00
5.0 58001 511 102.20
7.5 84567 7.46 99.46
7.5 85078 7.51 100.13
7.5 86032 7.59 101.20

Como se puede apreciar en la tabla 33 los porcentajes de recuperacion estan proximos al 100

%, por lo que el método es exacto para el enantiomero R(-)-KP.
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Tabla 34: Resultados obtenidos de porcentaje recuperado (%) de S(+)-KP.

Concentracion Concentracion

anadida Areas obtenidas obtenida % recuperado
(ug/mi) (ug/mi)

25 27880 2.49 99.96
25 26899 241 96.41
25 26341 2.36 94.39
5.0 57973 521 104.37
5.0 56271 5.06 101.30
5.0 56990 5.13 102.60
75 86863 7.83 104.40
75 85859 7.73 103.19
7.5 85459 7.70 102.71

Como se puede apreciar en la tabla 34 los porcentajes de recuperacion estan proximos a 100

%, por lo que el método es exacto para el enantiomero S(+)-KP.

1.1.3. Reproducibilidad

Es lamedida de la precision de los resultados de un método analitico efectuado sobre la misma

muestra pero en distintas condiciones (diferentes dias).

La solucién madre se prepard pesando una cantidad exacta de materia prima, y siempre la
misma. Se realizan tres diluciones iguales a 15 ug/ml de KP racémico (7.5 ug/ml R(-)-KPy 7.5 ug/ml
S(-)-KP), y analizamos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 35 para € enantiéomero R(-)-
KPy enlatabla 36 para el enantiomero S(+)-KP.
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Tabla 35. Reproducibilidad de R(-)-KP

Dia Concentracion |Areal |Area?2 Area3 Media [C.V. (%)
(w9l

1 7.5 86907 86001 85812 86240 0.678

2 7.5 85340 86894 86263 86166 0.907

3 7.5 84630 84523 82453 83779 1.139

El coeficiente de variacion entre dias es del 1.639 %, y a ser menor del 5 %, lo consideramos

aceptable para el andlisis del enantiémero R(-)-KP.

Tabla 36. Reproducibilidad de S(+)-KP

Dia Concentracion |[Areal |[Area?2 Area3 Media |C.V.
(eg/ml)

1 7.5 85784 85208 86305 85766 0.639

2 7.5 87004 84038 86710 85917 1.902

3 7.5 85039 86043 86192 85758 0.731

El coeficiente de variacion entre dias es del 0.104 %, y al ser menor del 5 %, lo consideramos

aceptable para el andlisis del enantiémero S(+)-KP.

1.1.4. Repetibilidad
Es la medida de la precision de un método efectuado en las mismas condiciones, sobre la

misma muestra, por e mismo analista, en € mismo laboratorio, con |os mismos aparatos, y reactivos,

y en el curso de la misma serie de andlisis efectuados, generalmente en un corto interval o de tiempo.
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Se preparé una solucién madre con una pesada exacta de materia prima. Analizamos una
dilucion de 15 pg/ml de KP racémico (7.5 pg/ml R(-)-KPy 7.5 pg/ml S(+)-KP), diez veces seguidas.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 37. Repetibilidad de R(-)-KP

85890 85443 85812 86907 86001
86234 85976 86432 85870 85464

Se calculé e valor medio, y € coeficiente de variacion. EI C.V. es del 0.51 %, es un valor

aceptable, por tanto repetible para el enantiomero R(-)-KP.

Tabla 38. Repetibilidad de S(+)-KP

85784 85208 86305 85301 86341
84348 85740 84450 85765 86540

Se calcul6 € valor medio, y €l coeficiente de variacion. EI C.V. es del 0.88 %, es un valor

aceptable, por tanto repetible para el enantiémero S(+)-KP.

1.1.5. Linealidad

Se entiende como linealidad la capacidad de un método analitico de obtener resultados

linealmente proporcionales a las concentraciones de analito en la muestra dentro de un intervalo
determinado.

Se determina la respuesta medida como €l &rea a varias concentraciones diferentes. Se prepar6
una recta de calibrado pesando cantidades exactas de materia prima. A partir de la solucién madre se

hicieron diluciones de distintas concentraciones.

L os resultados obtenidos se muestran en la tabla 39 para €l enantiémero R(-)-KPy en latabla

40 para €l enantiomero S(+)-K P descritas a continuacion:
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Tabla 39: Enantiomero R(-)-KP

Concentracion Areal Area 2 Area 3
VZelln))

2.50 27527 27758 28001
5.00 56467 55235 56234
7.50 84694 83905 84325
10.00 111521 112789 111599
12.50 137636 136710 137659

Se calcularon los parametros de la recta de regresion que relacionan las concentraciones, y las

areas obteniendo larecta:

Area= A +BxC

Resultados obtenidos:

Tabla40. Linealidad obtenida para R(-)-KP.

RECTA A B r r

1 987.40 11010.88 0.9997 0.9995
2 642.00 11018.32 0.9995 0.9990
3 1159.30 10987.24 0.9998 0.9997
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Figura 28. Recta de calibrado de R(-)-KP.
Lalinealidad se puede estudiar con los valores de los coeficientes de regresién (r) que en este
caso son proximos ala unidad, con lo que concluimos que e método es lineal para el enantiémero R(-

)-KP.

Tabla41. Enantiomero S(+)-KP

Concentracion Areal Area 2 Area3
(1)

2.50 27659 28508 26912
5.00 55029 56745 57001
7.50 84298 83964 85675
10.00 112346 111657 110989
12,50 136956 135990 137876
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Se calculan los parametros de la recta de regresiéon que relacionan las concentraciones, y las

areas obteniendo larecta:

Area=A +B

x C

Resultados obtenidos:

Tabla42. Linealidad obtenida para S(+)-KP.

RECTA A B r r?
1 484.30 11036.44 0.9996 0.9992
2 1052.00 11066.64 0.9999 0.9999
3 951.80 11029.44 0.9994 0.9988
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Figura 29. Recta de calibrado de §(+)-KP
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Lalinealidad se puede estudiar con los valores de los coeficientes de regresién (r) que en este
caso son proximos a la unidad, con lo que concluimos que € método es lineal para el enantiomero
S(+)-KP.
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1.2. RICOBENDAZOL: VALIDACION DE SU METODO ANALITICO.

1.2.1. Especificidad
Se estudi6 la especificidad para evaluar la posible interferencia analitica de otras sustancias

sobre la cuantificacidn de |os enantiémeros del RBZ, se inyectaron alicuotas de una muestra placebo, y
una muestra que contiene 10 ug/ml de RBZ racémico (5 pg/ml (-)-RBZ y 5 ug/ml (+)-RBZ). Los

resultados se muestran en lasfiguras 30y 31.

k.
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Figura 30. Cromatograma correspondiente a la muestra placebo

2.98
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Figura 31 Cromatograma correspondiente a la muestra que contiene 10 xg/ml de RBZ racémico (5

ug/ml (-)-RBZy 5 ug/ml (+)-RBZ)



Validacién de los métodos analiticos 131

Como se puede observar en e cromatograma correspondiente a la muestra placebo, no se
observa ningun pico que puedainterferir en el andlisis de los enantiomeros del RBZ, por 1o que de este

modo gueda demostrada la especificidad paralos enantiomeros del RBZ.

1.2.2. Exactitud

Indica la capacidad del método analitico de dar resultados lo més préximos posible a valor
real. Si ladiferenciaentre el valor hallado, y el valor verdadero es pequefia la exactitud es buena. Una
diferencia grande significa que la exactitud es inadecuada, y revela la existencia de errores

determinados que deberan corregirse.

A un blanco se le afiadieron distintas cantidades conocidas (concentracion afiadida) de RBZ
racémico que posteriormente se analizaron, y determindndose la cantidad por HPLC (concentracion
obtenida) para cada uno de los enantiémeros. Mediante reglas de tres relacionando la concentracion
anadida, y la obtenida en el andlisis se calculd e porcentgje recuperado como se muestra en las tablas

siguientes.

Tabla 43. Resultados obtenidos de porcentgje recuperado (%) de (-)-RBZ.

Concentracion Concentracion

afiadida (ug/ml) | Areas obtenidas obtenida (ug/ml) % recuperado
25 42092 252 100.84
25 45623 2.72 109.16
25 43109 2.58 103.24
5.0 85607 5.08 101.65
5.0 83007 4.92 98.59
5.0 81208 4.82 96.47
7.5 129567 7.67 102.28
7.5 127400 7.54 100.57
7.5 126004 7.46 99.48
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Como se puede apreciar en la tabla 43 los porcentgjes de recuperacion estan proximos a 100

%, por lo que el método es exacto para el enantiomero (-)-RBZ.

Tabla 44. Resultados obtenidos de porcentaje recuperado (%) de (+)-RBZ.

Concentracion Concentracion

anadida Areas obtenidas | obtenida % recuperado
(ug/mi) (ug/mi)

25 41956 2.56 102.77
25 42905 2.62 105.05
25 43033 2.63 105.35
5.0 84009 5.09 101.85
5.0 85618 5.19 103.78
5.0 84456 511 102.38
75 124402 7.51 100.21
75 123090 7.43 99.16
75 124198 7.50 100.05

Como se puede apreciar en la tabla 44 los porcentajes de recuperacion estan préoximos al 100

%, por lo que el método es exacto para el enantiomero (+)-RBZ.

1.2.3. Reproducibilidad

Es lamedida de la precision de los resultados de un método analitico efectuado sobre la misma

muestra pero en distintas condiciones (diferentes dias).

La solucién madre se prepard pesando una cantidad exacta de materia prima, y siempre la

misma. Se realizaron tres diluciones iguales a 10 ug/ml de RBZ racémico (5 ug/ml (-)-RBZ y 5 ug/ml

(+)-RBZ2), y se analiz6. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 40 para € enantiémero (-)-
RBZ y en latabla4l parad enantiomero (+)-RBZ.
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Tabla 45. Reproducibilidad de (-)-RBZ.

Dia Concentracion |Areal |Area2 |Area3 |Media |C.V.
(w9l

1 7.5 127825 | 126834 |128720 |127793 |0.738

2 7.5 125390 | 127342 129345 |127359 |1.552

3 7.5 128352 | 127342 |129032 |128242 |0.663

El coeficiente de variacion entre dias es del 0.345 %, y a ser menor del 5 %, lo consideramos

aceptable parael andlisis del enantiémero (-)-RBZ.

Tabla 46. Reproducibilidad de (+)-RBZ.

Dia Concentracion |Areal |Area2 |Area3 |Media |C.V.
(eg/ml)

1 7.5 126365 | 129034 126560 |127320 |1.168

2 7.5 128369 | 126920 |130980 |128756 |1.598

3 7.5 125901 | 127893 |129356 |127717 |1.358

El coeficiente de variacion entre dias es del 0.579 %, y al ser menor del 5 %, lo consideramos

aceptable para el andlisis del enantiémero (+)-RBZ.

1.2.4. Repetibilidad

Es la medida de la precision de un método efectuado en las mismas condiciones, sobre la
misma muestra, por €l mismo analista, en el mismo laboratorio, con, l0s mismos aparatos, y reactivos,

y en el curso de la misma serie de andlisis efectuados, generalmente en un corto intervalo de tiempo
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Se preparéd una solucién madre con una pesada exacta de materia prima. Se analizé una
dilucion de 15 pg/ml de RBZ racémico (7.5 pg/ml (-)-RBZ y 7.5 pg/ml (+)-RBZ), diez veces seguidas.
Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 47. Repetibilidad de (-)-RBZ

126493 127643 125390 124495 128001
126783 126734 127142 125092 126744

Se calcul6 € valor medio, y e coeficiente de variacion. EI C.V. es del 0.889 %, es un valor
aceptable, por tanto repetible para el enantiomero (-)-RBZ.

Tabla 48. Repetibilidad de (+)-RBZ

128345 127342 126365 129034 126560
127105 128502 128991 129504 127403

Se calcul6 € vaor medio, y € coeficiente de variacion. El C.V. es del 0.862 %, es un valor
aceptable, por tanto repetible para el enantiémero (+)-RBZ.

1.2.5. Linealidad

Se entiende como linedlidad la capacidad de un método analitico de obtener resultados

linealmente proporcionales a las concentraciones de analito en la muestra dentro de un intervalo
determinado.

Se determina la respuesta medida como €l &rea a varias concentraciones diferentes. Se prepar6
una recta de calibrado pesando cantidades exactas de materia prima. A partir de la solucién madre se

hicieron diluciones de distintas concentraciones.

L os resultados obtenidos se muestran en la tabla 49 para €l enantiémero (-)-RBZ y en latabla

43 para el enantiomero (+)-RBZ descritas a continuacion:
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Tabla 49. Enantiomero (-)-RBZ

Concentracion Areal Area 2 Area3
(ug/ml)

2.50 41975 43001 42397
5.00 83949 84325 83421
7.50 126524 125649 126870
10.00 169199 171740 168305
12.50 211675 215467 213620

Se calculan los parametros de la recta de regresién que relacionan las concentraciones, y las

areas obteniendo larecta:

Area=A+BxC

Resultados obtenidos

Tabla50. Linealidad obtenida para (-)-RBZ.

RECTA |A B r r?

1 -347.90 16944.25 0.9999 0.9999
2 -1667.70 17293.88 0.9998 0.9995
3 -1276.4 17093.2 0.9998 0.9997
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Figura 32. Recta de calibrado de (-)-RBZ

Lalinealidad se puede estudiar con los valores de los coeficientes de regresion (1) que en este

caso son proximos a la unidad, con lo que concluimos que e método es lineal para el enantiémero (-)-
RBZ.

Tabla 51. Enantiomero (+)-RBZ

Concentracion Area 1 Area 2 Area 3
(pgfmi)

2.50 40371 42946 41289
5.00 81729 82085 82939
7.50 127300 129637 130001
10.00 163406 165024 165501
12.50 207864 210975 211967

Se calculan los parametros de la recta de regresion que relacionan las concentraciones, y las
areas obteniendo larecta:
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Area= A+BxC

Resultados obtenidos:

Tabla52. Linealidad obtenida para (+)-RBZ.

RECTA A B r r?
1 -864.90 16666.52 0.9995 0.9990
2 434.30 16759.88 0.9992 0.9984
3 -297.00 16754.07 0.9988 0.9976
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Figura 33. Recta de calibrado de (+)-RBZ.

Lalinealidad se puede estudiar con los valores de |os coeficientes de regresion ( r ) que en este

caso son proximos ala unidad, con lo que concluimos que el método es lineal para el enantiémero (+)-

RBZ.
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13. TALIDOMIDA: DESARROLLO DE SU METODO ANALITICO.

Aunque existen en la bibliografia distintos métodos para € andlisis de los enantiomeros de
TH', ninguno de ellos describe e uso de columnas AGP. Debido a que como ya se ha comentado
anteriormente el TH es una molécula muy inestable, la disminucion en el tiempo de su andlisis,
disminuye a su vez los posibles errores en resultados por procesos de bioinversion o hidrélisis sufridos

por la molécula.

Como se havisto anteriormente, las columnas tipo AGP han sido utilizadas para el andlisis del
KPy RBZ, destacando lafiabilidad de los métodos y |os bajos tiempos de retencién obtenidos paralos

enantiémeros de ambos farmacos.

Por tanto, debido a la necesidad de poder andizar los enantiomeros de TH, se decidio
desarrollar un método sencillo y original para su andlisis con columnatipo AGP, cuyos resultados han

sido publicados™.

Primeramente debemos saber la longitud de onda de maxima absorcion parala TH, por tanto

se hace un barrido smple en € espectrofotémetro BECKMAN DU-7, que se muestra a continuaci on:

128 Czjeka, M.J., Koch, H.P. Determination of thalidomide and its major metabolites by high-performance liquid
chromatography. J. Chromatogr. (23) 413, 181-187, (1987).

2Alvarez, C., Sanchez-Brunete JA, Torrado-Santiago, S., Cadérniga, R., Torrado, J.J. Enantioselective
separation of thalidomide on an immobilized a,;-Acid Glycoprotein chiral stationary phase. Chromatographia
52, 455-458,(2000).
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Figura 34. Barrido espectrofotométrico de una solucion de 10 pg/ml de TH

Unavez conocidas | as caracteristicas fisico-quimicas de la TH asi como la longitud de onda de
maxima absorcion (230 nm) se procede a la blsgueda de la fase mdvil éptima para € andlisis de sus
enantiomeros. Para ello se tuvieron en cuenta las recomendaciones de la casa comercia
(ChromTech//Suecia) para el desarrollo de métodos analiticos de moléculas con caracteristicas basicas.
Se sugiere comenzar utilizando una fase movil consistente en un tampdn de acetato aménico 10 mM a
pH 4.5. A partir de estas condiciones iniciales se comienzan a hacer modificaciones en la fase mévil.
Se modifica €l pH, la concentracion del tampdn acetato amonico y porcentaje de tetrahidrofurano

(THF). Las distintas modificaciones se muestran a continuacion.

e pH:4555 65y 7.0. Sellegaalosdistintos pH afiadiendo 0.1 M de HCI.
e Tampodn de acetato aménico: 10, 20, 30, 40y 50 mM.
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e %THF: 0.1,0.2,0.3, 04y 0.5%.

En las distintas condiciones se calcularon los factores descritos en la USP 24, para observar
lacalidad de andlisis, y poder llegar alafase mévil Optima para el andlisis de los enantiomeros de TH.
Dichos factores se describen a continuacion:

1. Resolucion (Rs). Se calcula aplicando la siguiente formula:
Rs=2(tr(y - trr)/(Wr) + W(s)
trg = tiempo de retencion de §(-)-TH.
trr) = tiempo de retencion de R(+)-TH.
Wr Y W(g son los anchos de la base de los picos R(+)-TH y S(-)-TH respectivamente, medidos
extrapolando desde la mitad de su altura, en milimetros.
2. Factor de capacidad (k). Su férmula se muestra a continuacion:

K= (tR/to) -1

tr = tiempo de retencion del soluto.

to= tiempo de retencién del solvente.

3. Sdlectividad (o). Se calcula segiin la siguiente formula:

o =Ks/Kr

kg Y kr Yy son los factores de capacidad de S(-)-TH y R(+)-TH respectivamente, descritos

anteriormente,

20 Ynited States Pharmacopeia 24. The United States Pharmacopoeial convention. Inc; Rockvillle. M.D. (2000).
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4. Factor de simetria (Ty). Este factor nos da informacién acerca de la simetria del pico. Se calcula

aplicando lasiguiente férmula:

Tf = W0'05/ 2f

W) 05 = ancho de pico, medido al 5% de laaltura.
f = distancia comprendida entre la perpendicular trazada entre el maximo del pico, y € borde de

entraday el veintavo de su altura.

Trasrealizar los andlisis pertinentes se observo que la fase movil optima para el andlisis de los
enantiomeros de TH consistia en un tampén de acetato amonico (30 mM) apH 7,0, y modificado con
un 0.3% de THF (figura 35).

Figura 35. Separacion de R(+)-TH y §-)-TH bajo las condiciones éptimas para su anélisis (Tampon
acetato aménico 30 mM, pH 7.0y 0.3% THF).

Las distintas modificaciones realizadas se muestran a continuacion en la tabla 53 en la cual
podemos observar el efecto de la concentracién del tampon, €l pH y el porcentaje de THF en los

distintos parametros descritos anteriormente: Rs, o, K, Tr g Y Tt (9.
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Tabla 53. Resolucion (Rs), selectividad (o), factor de simetria (Tr &) Y Tt (g) Y factor de capacidad
(kr Y kg) paraR(+)-TH y S(-)-TH adistintas concentraciones de tampon acetato amonico (fase movil
esténdar: 0.3% THF, pH 7.0), distintos pH (fase mévil estdndar: 0,3 THF, tampdn acetato aménico 30
mM), y diferentes porcentajes de THF) (fase mévil estandar: tampon acetato aménico 30 mM, pH 7.0).

Efecto de la concentracién de acetato amonico |

Concentracion ~ Rs o Tt ® Tt (s Kr) Ks
(mM)

50 241 1.63 1.33 1.50 6.33 10.35
40 2.56 161 1.40 1.80 5.91 9.51
30 2.59 1.60 1.60 1.50 6.10 9.76
20 2.34 1.60 1.40 1.67 5.59 8.82
Efecto del pH

PH Rs o Tt r) Tt (9 Kr) ks
7.0 2.59 1.60 1.60 1.50 6.10 9.76
6.5 2.06 153 1.14 1.25 5.19 7.90
55 1.33 5.83 7.80
4.5 1.17 4.50 5.32
Efecto de la concentracién de tetrahidrofurano (THF)

% THF Rs o Tt r) Ti (9 Kr) ks
0.1 2.12 1.49 1.83 1.50 8.53 12.74
0.2 2.12 1.56 2.25 1.83 6.81 10.65
0.3 2.59 1.60 1.60 1.50 6.10 9.76
0.4 2.17 1.58 1.00 1.17 4.76 7.54
0.5 2.02 1.58 1.20 1.17 4.50 7.08

1.3.1. Efecto de la concentracion del tampén acetato aménico y del pH.

Como ya se ha comentado anteriormente segin la casa comercia de la columna AGP
(ChromTech/Suecia) parala separacién de enantidmeros de compuestos basi cos recomienda comenzar
probando una fase movil que contiene tampdn acetato amonico (10 mM) a pH 4.5. Utilizando dichas

condiciones no se consiguio una separacion apropiada para los enantiémeros de TH.
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Se comprobd que aumentando la concentracion del tampén, a partir de 20 mM se
incrementaba a su vez la separacion de los enantiomeros. La resolucion (Rs) no se ve afectada por la
concentracion del tampoén, en todos los casos € valor obtenido fue mayor de 2.34 para ambos
enantiomeros. La selectividad (o) se ve ligeramente afectada cambiando de 1.60 a concentracion de 20
mM a 1.63 para concentraciones de 50 mM. En la bibliografia encontramos un estudio similar
realizado para |la separacion de los enantiomeros de flobufen'®! en e cual se observa que la retencion
de los andlitos se ve afectada por la concentracién de la fase movil. Sin embargo, en nuestros
resultados observamos que la selectividad se ve mas afectada por el pH de la fase movil que por su
concentracion en acetato amonico. Asi se reflgja el incremento de la selectividad de 1.17 a 1.60

cuando se aumenta el pH.

Este efecto ha sido también observado por otros grupos de investigacion™?, los cuales estudian
en profundidad el efecto de la variaciones de pH y de la adicion de los agentes modificadores
(disolventes orgénicos) de las fases mdviles en la enantioselectividad de diferentes farmacos
utilizando otro tipo de columna quiral, tipo HAS. Por otro lado otros autores™ ponen de manifiesto la
importancia gque juega e pH en la separacion de moléculas de origen bésico. Dichos estudios no
observan separacion alguna a pH 3.02, en moléculas de origen basico, mientras que a pH 11.6 donde
los enantiomeros se mostraban con un carécter neutro, se facilito la separacion enantioselectiva de los

Mismos.

La TH se ve afectada por € pH, la megor separacién se encuentra a pH 7.0, que a su vez

coincide con €l limite superior de pH recomendado para las columnas de tipo AGP.

Como se puede observar en la tabla 53, los factores de simetria (T¢) obtenidos para cada uno
de los enantiémeros se ve también fuertemente influidos por cambios realizados en € pH de la fase

movil. Como se ha mencionado anteriormente, la TH es una molécula con caracteristicas basicas, su

131 Sinibaldi, M., Vinci, M., Federici, F., Flieger, M. Enantiosel ectivity properties of serum abumin immobilized
on anion-exchangers based on polyvinyimidazole coated silica. Effect of protein loaded on separation properties.
Biomed. Chromatogr. 11, 307-310, (1997).

132 Taleb, N.B., Millot, M.C., Sebille, B. Electrokinetic separation of enantiomers using a capillary coated with
poly-tergutide. J. Chromatogr. A. 776, 45-53, (1997).

18 Wang, F., Khaledi, M.G. Capillary electrophoresis chiral separations of basic compounds using cationic
cyclodextrins. Electrophoresis. 19, 2095-2100, (1998).
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ionizacion se ve condicionada por modificaciones de pH. La cantidad de TH no ionizada disminuye
cuando e pH de la fase mévil se ve modificado entre 4.5y 7.0. Por tanto se produce una mayor
interaccion entre los enantiomeros de la TH y 1a columna, obteniéndose por tanto diferentes resultados
para R, o, k y T;. Existen en la bibliografia algunos estudios™* sobre e factor de asimetria (USP
tailing factor) para solutos de carécter alcalino, que demuestran que la simetria esta relacionada con €l

tipo de columna utilizaday la composicion y pH de la fase mévil.

1.3.2. Efecto del Tetrahidrofurano

Para aumentar la resolucién cromatogréfica de |os enantidmeros se suele adicionar un modificador de

la fase movil, por eemplo e Tetrahidrofurano (THF)**1%0137138 En |3 tabla 53 se observa la
disminucién en el factor de capacidad (k) y en € factor de simetria (Tf) para ambos enantiomeros

cuando se aumenta el porcentagje de THF adicionado alafase mévil.

En nuestras condiciones experimentales la megor resolucion (Rs =2.59) y selectividad (o
=1.60) se obtuvieron utilizando un 0,3% de THF, porcentgje que fue utilizado en la fase mévil

seleccionada como Optima para €l anadlisis de |os enantiémeros de TH.

3% Law, B., Houghton, S.J., Ballard, P. An approach to the evaluation and comparison of reversed-phase high-
performance liquid chromatography stationary phases. J. Pharm. Biomed. Anal. 17,443-453, (1998).

1% Basci,N.E., temizer,A., Bozkurt,A., Isirmer,A. Optimization of mobile phase in the separation of beta-
blockers by high-performance liquid chromatography. J. Pharm. Biomed. Anal., 18, 745-750, (1998).

138 | evin,S.,Sterin,M.,Magora,A.Popescu,A. Resolution of enantiomers of uridine analogs, potential, antiviral
agents. J. Chromatogr. A. 752, 131-146, (1996).

37 peterson,A.G., Foley, J.P. Influence of the organic counterion on the chiral micellar electrokinetic separation
of basic drugs using the surfactant N-dodecoxycarbonylvaline. J. Chromatogr. B. Biomed. Sci. Appl. 695, 131-
145, (1997).

%8 Andrisano, V., Booth, T.D., Cavrini, V., Wainer, |.W. Enantioselective separation of chiral arycarboxylic
acids on an immbilizedn human serum albumin chiral stationary phase. Chirality, 9, 178-183, (1997).
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FASE MOVIL SELECCIONADA

Tampon Acetato amonico (30 mM), pH 7.0y 0.3% THF

A continuacion se procede a la validacion del método andlitico, |os resultados que se muestran
serén los referentes a LINEARIDAD, PRECISION, REPRODUCIBILIDAD Y RECUPERACION.

Por ultimo se procedi6 arealizar un pequefio ensayo in vivo en conegjos macho tipo New Zealand.

1.3.3. Validacién del método analitico

1.3.3.1. Linearidad

La linearidad fue determinada cromatografiando seis muestras patrén preparadas a partir de
una solucion madre que contenia 500 ng/ml de TH racémica. Los patrones se preparan entre 1y 20

ug/ml .

Tabla54. Linealidad de las muestras de R(+)-TH y S(-)-TH.

Concentracion (ug/ml) | Area® (R(+)-TH) Area® (S(-)-TH)
0.5 36762 40146

15 84082 82946

25 126890 127222

5.0 252198 256956

7.5 425850 426558

10.0 563097 569061

Area°= corresponde ala media de tres determinaciones, los C.V. siempre fueron menores de 5%.
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El estudio de laregresion lineal (RL) del &rea de los picos correspondientes alos enantidmeros
R(+)-TH y S(-)-TH respecto a la concentracion conocida analizada, nos da las siguientes rectas de

regresion:

R(+)-TH: y =-39908 + 706861 x
Ambas con un r’= 0.996
S(-)-TH: y =- 37760 + 773986 x

SE CONFIRMA LA LINEARIDAD DEL METODO

1.3.3.2. Precision

La precisiéon fue calculada inyectando las muestras diez veces (10 ug/ml de TH racémico) y
calculando €l coeficiente de variacion (C.V.) del &rea de los picos correspondientes a R(+)-TH y S(-)-

TH. Los resultados obtenidos de las diez determinaciones se muestran en la tabla 55:

Tabla 55. Resultados de precision de R(+)-TH y S(-)-TH.

R(+)-TH S-)-TH
251924 261078
253471 252833
255344 263815
263367 267212
277755 249667
257681 264181
258100 250854
275662 250482
261342 253943
265956 259768
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Los C.V. para S(-)-TH y R(+)-TH fueron 3.83 y 2.67% respectivamente. Como se puede
observar ambos coeficientes fueron menores de 5% y por tanto son considerados como adecuados para
los estudios de selectividad.

1.3.3.3. Reproducibilidad

La reproducibilidad del método fue determinada en tres dias consecutivos. Las muestras

fueron analizadasy los C.V. entre dias para R(+)-TH y S(-)-TH fueron 1.47 y 2.31% respectivamente.

1.3.3.4. Recuperacion

Las recuperaciones tanto de R(+)-TH como de S(-)-TH fueron determinadas en tres distintas

concentraciones (2.5, 5.0, 7.5 ug/ml). Los resultados se muestran en la tabla 56, a continuacion:

Tabla56. Cantidad recuperada de R(+)-TH y S(-)-TH.

R(+)-TH S(-)-TH

Cantidad afiadida  Cantidad recuperada  Cantidad afadida Cantidad recuperada
(eg/ml) (g/ml £DS n=3) (reg/m) (ug/ml £DS, n=3)
25 2.62+0.071 25 2.66 +0.148

5.0 4.90 £ 0.100 5.0 4.86 + 0.063

7.5 7.25+0.025 75 7.41 £+ 0.046

Como se puede observar en los resultados las recuperaciones son proximas a las cantidades

adicionada, y en todos los casos las diferencias son menores al 5%.

1.3.3.5. Ensayo “in vivo”

Un ensayo farmacocinético simple fue realizado para confirmar la capacidad del método para
el andlisis de muestras bioldgicas conteniendo R(+) y S(-)-TH. Para ello se utilizaron conejos macho
tipo New Zealand. Se les inyect6 via intravenosa una solucion conteniendo 18.9 mg de TH racémica

en dimetilsulféxido (DM SO). Las muestras se recogieron en tubos heparinizados a distintos tiempos
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(5, 15, 60, 90 y 120 minutos) tras la administracion. El plasma fue abtenido por centrifugacion, a cual
se le afladié una solucion de &cido tricloroacético a 10% en proporcion 1:1y la mezcla fue agitada en
vortex durante 1 minuto, y centrifugada durante 20 minutos a 5000 r.p.m. Finalmente el sobrenadante
fue filtrado a través de filtros Millipore Millex HV-1 de 0,45 um, y analizadas directamente o bien

conservadas en €l frigorifico hasta su andlisis.

La figura 36 muestra las distintas concentraciones de R(+)-TH y S(-)-TH a los diferentes
tiempos después de la administracion intravenosa de TH racémica Bajo nuestras condiciones
experimentales no se observan diferencias en cuanto a la concentraciéon de R(+)-TH y S(-)-TH a los

distintos tiempos. Estos resultados coinciden con aquellos encontrados en la bibliografia .
Por tanto podemos concluir la validacion de este nuevo método analitico diciendo que se trata

de un método sencillo y répido para anaizar los enantiomeros de TH de manera fiable por medio de

HPL C en muestras cuyas concentraciones queden comprendidas entre 1y 20 pg/mil.

15 7

Concentracién TH (mcg/ml)

0,5 7

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (minutos)

Figura 36. Concentracion de R(+)-TH y S-)-TH versus tiempo tras su administracion intravenosa

¥ Eriksson, T., Bjorkman, S., Fyge, A. Determination of thalidomide in plasma and blood by high- performance
liquid chromatography avoiding hydrolytic degradation. J. Chromatogr. 582, 211, (1992)
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2. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA INTERNA DE LAS DISTINTAS FORMAS DE
KETOPROFENO

2.1. PUNTO DE FUSION.
Se determiné el punto de fusion del rac-KP, R(-)-KP, S(+)-KP y de la mezcla fisica (1:1)
siguiendo los métodos descritos en el apartado Material y Métodos (Sistema capilar (B-450) y Andlisis

térmico diferencial).

En la tabla 57 se recogen los valores de punto de fusion obtenidos por el sistema de

determinacion tipo capilar (B-450), paralas muestras ensayadas.

Tabla57. Puntos de fusion de las distintas formas de KP determinados por el sistema capilar (B-450)

Muestra Punto de fusion
(°C)
Rac-KP 9.1
R(-)-KP 75.8
S(+)-KP 76.5

A continuacion se muestra en la figura 37, los resultados obtenidos por calorimetria diferencial
de barrido (D.S.C.).

Como se puede observar por ambos métodos, los enantiomeros R(-)-KP y S(+)-KP, poseen
menores puntos de fusion que su forma racémica. Los resultados se pueden observar en la tabla 57,
mostrada anteriormente, y por medio del diagrama DSC, en el cua se observa que tanto para los
enantiémeros como para la forma racémica aparecié un Unico pico endotérmico. Por otro lado, parala
mezcla fisica preparada y analizada sélo por DSC, se puede observar un comportamiento térmico que
difiere de la forma racémica y de los enantibmeros, no observandose pico endotérmico Unico y
definido, sino un desdoblamiento, posiblemente debido a transiciones vitreas metaestables. El

desdoblamiento que se produce es a temperaturas inferiores a 70°C. Por tanto méas cercano a punto de
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fusidn de los enantiémeros que de la forma racémica, aunque sea en origen las proporciones de ésta

ultima (rac-KP) las buscadas para su andlisis comparativo.

C
r _
]
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/ \,4 —
40 ' P —

120

Figura 37. Curvas DSC obtenidas para rac-KP (A), S-)-KP (B), R(+)-KP (C) y MF (1:1) (D).

Semejantes resultados fueron descritos por e-Arini et al.'* para la forma racémica y los

enantiémeros de praziquantel .

2.2. CRISTALINIDAD
Las muestras analizadas para observar la cristalinidad de los productos seran las mismas que
en el apartado anterior (rac-KP, R(-)-KP, S(+)-KP).
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En lafigura 38 se muestra el difractograma obtenido para las distintas muestras analizadas con
el sistema Philips X Pert-MPD (CAlI, Difraccién Rayos X, UCM).

All

Figura 38. Difractograma de las diferentes muestras de KP: R(-)-KP (A), Rac-KP (B), +)-KP (C).

Como se puede observar el perfil cristalino obtenido para € enantiomero R(-)-KP (A) es
diferente a aguel obtenido para S(+)-KP (C), y ambos a su vez diferentes al perfil obtenido para la
muestra de rac-KP (B). Esta diferencia observada en los enantiémeros puede ser debida a tamafio de
los cristales, debido ala forma de obtencién de ellos (purificacion) a partir de la forma racémica. Este
hecho puede |levar a originar relativas diferencias cristalinas que por lo tanto explicarian, asu vez, las

diferencias observadas en lafigura 37.

140 ol-Arini, SK., Giron, D., Leuenberger, H. Solubility properties of racemic praziquantel and its enantiomers.
Pharm. Dev. Technol. 3(4), 557-564, (1998).
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Kommuru et a.*** obtuvieron resultados similares para la forma racémica y |os enantiomeros
de KP. Dichos experimentos fueron realizados para observar la difusion de los mismos a través de la

piel utilizando aditivos como por ggemplo el mentol y €l linolol.

Este hecho puede relacionarse ademas con los resultados obtenidos al observar e punto de
fusién de las muestras, donde se observaron resultados muy similares entre los enantiémeros (R(-) y

S(+)-KP), con respecto ala mezclaracémica (rac-KP).

Resultados similares han sido hallados en la bibliografia para diferentes f&rmacos quirales y
resumidos por Li y Grant**. Para la mayoria de las moléculas estudiadas, los cristales racémicos

poseen mayor densidad y por tanto cristalinidad que sus correspondientes enantiomeros puros.

También se realiz6 un estudio morfoldgico de los cristales de R(-)-KP (figura 39), S(+)-KP
(figura 40) y rac-KP (figura 41) a través de microscopia diferencial de barrido. Las fotografias

realizadas se muestran a continuacion.

141 Kommuru, TR, Khan, MA, Reddy, IK. Racemate and enantiomers of ketoprofen: phase
diagram, thermodynamic studies, skin permeability, and use of chiral permeation enhancers. J.
Pharm. Sci., 87(7):833-40, (1998).

121j, 2.3, Grant, D.JW. relationship between physical properties and crystal structure of chiral drugs. J. Pharm.
Sci. 1997, 86 (10), 1073-1078, (1997).
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Figura 39. Cristales de R(-)-KP puro.

Como se puede observar en la foto correspondiente a los cristales del enantiémero R(-)-KP
puro, se trata de cristales con una estructura prismética bien definiday con la superficie lisa. Respecto
al tamano de los mismos podemos decir que encontramos un amplio espectro de tamafios y siempre

menores de 100 pm.
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Figura 40. Cristales de §+)-KP puro.

La morfologia de los cristales de S(+)-KP puro (figura 40) se trata también de prismas con la
superficie lisa de diversos tamafios, siendo algunos de ellos mucho mas grandes (> 200 um) que los

encontrados en €l caso de los cristales de R(-)-KP.
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Figura 41. Cristales de rac-KP.

La morfologia de los cristales de la muestra de rac-KP es también fundamentalmente
prismética y lisa. En este caso los cristales son mucho més pequefios que los encontrados para 10s
enantiomeros puros, R(-) y S(+)-KP. Esta diferencia de tamafio es debida a los distintos procesos de
purificacion que serén utilizados para obtener los enantiomeros puros, R(-) y S(+)-KP, a partir de la

muestra racémica.
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Estas diferencias observadas tanto en e punto de fusion como en la cristalinidad, seran

posteriormente rel acionadas con la solubilidad.

Romero et a.** encontraron diferencias entre el enantiémero S(+)-ibuprofeno y la forma
racémica del ibuprofeno en cuanto a punto de fusién y cristalinidad, que origin6 a su vez diferencias
en la solubilidad en distintos solventes, siendo, de ambos, € S(+)-ibuprofeno el que menor punto de
fusién posee y por tanto menor caracter cristalino, proporcionando mayores valores de solubilidad que

|aformaracémica

2.2.1. Recristalizacion.

Para este ensayo se procedio a realizar las mezclas correspondientes a diferentes proporciones
de ambos enantiémeros (tabla 11 del apartado Materiales y Métodos) con el objetivo de observar las
posibles transiciones vitreas originadas entre la forma rac-KP y los enantiémeros puros R(-)-KP y
S(+)-KP. Ademas se pretendi también demostrar que €l rac-KP se trata realmente de un compuesto
racémico y no de un compuesto de tipo conglomerado. Para ello se realizd un estudio calorimétrico
por medio de la técnica DSC de todos los productos obtenidos por la técnica de recristalizacion de
diferentes proporciones de R(-) y S(+)-KP. Se ha publicado recientemente un estudio™** que caracteriza
por recristalizacion los enantiomeros y la forma racémica del propanolol en diferentes solventes

consistentes en distintas mezclas de acetonay metanol.

Las curvas DSC correspondientes a los enantiémeros por separado en proporcion 100%, de
cada enantiomero puro, dardn un perfil similar al obtenido en e apartado 4.1.1. observandose la
aparicién de un solo pico endotérmico de fusion dd producto. Los puntos de fusion obtenidos para
R(-)-KP y S(+)-KP fueron précticamente los mismos que aquellos obtenidos tras su estudio
calorimétrico directo (4.1.1.).

Los resultados obtenidos para e producto recristalizado que contiene en proporcién 50S/50R

de los enantibmeros de KP, muestra también la aparicion de un Unico pico endotérmico

143 Romero, A.J., Rhodes, C.T. Stereochemical aspects of the molecular pharmaceutics of ibuprofen. J. Pharm.
Pharmacaol., 45(4), 258-62, (1993).
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correspondiente a punto de fusion del compuesto formado. Como se puede observar e punto de
fusidn obtenido coincide con el observado anteriormente para el rac-KP. Por lo tanto podemos hablar
de una posible cinética de transicion vitrea de la mezcla pura al 50% de los enantidmeros por medio de
lacual éstos reacomodan su estado alaforma més estable: en decir, la forma racémica, y adquirieren
tras el proceso de recristalizacion todas las propiedades que ésta posee (por ejemplo el punto de fusién

observado).

También se estudiaron otras proporciones intermedias entre e 100% puro de cada
enantiomero y e rac-KP. Se pretende observar la cinética de transicion de un estado estable
(enantiémero puro) a otro estado estable (racémico puro en proporcion 50/50) pasando por las
diferentes etapas metaestables. Los resultados de este estudio se muestran en los diagramas
calorimétricos para cada proporcion (figuras 42-50) y finalmente se construy0, un diagrama de fases
(figura51).
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40 = Endset 82.67 °C
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Figura 42. Espectro calorimetrico de la muestra recristalizada de 100% R(-)-KP

¥ Wang, X, Wang, X.J., Ching, C.B. Solubility, metastable zone width, and racemic characterization of
propanolol hydrochloride. Chirality, 14(4), 318-324, (2002).
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Figura 43. Espectro calorimétrico correspondiente a una muestra cristalizada que contiene 85% de
R(-)-KP y 15% de S(+)-KP.
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Figura 44. Espectro calorimétrico correspondiente a una muestra recristalizada que contiene 75% de
R(-)-KP y 25% de S(+)-KP.
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Figura 45. Espectro calorimétrico correspondiente a una muestra recristalizada que contiene
65% de R(-)-KP y 35% de S(+)-KP.
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Figura 46. Espectro calorimétrico correspondiente a una muestra recristalizada que contiene
50% de R(-)-KP y 50% de S(+)-KP.
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Figura 47. Espectro calorimétrico correspondiente a una muestra recristalizada que contiene
35% de R(-)-KP y 65% de S(+)-KP.
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Figura 48. Espectro calorimétrico correspondiente a una muestra recristalizada que contiene
25% de R(-)-KP y 75% de S(+)-KP.
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Figura 49. Espectro calorimétrico correspondiente a una muestra recristalizada que contiene
25% de R(-)-KP y 75% de S(+)-KP.
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Figura 50. Espectro calorimetrico de la muestra recristalizada de 100% S(+)-KP
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Con los resultados obtenidos anteriormente construiremos el siguiente diagrama de equilibrio

paralas distintas fases del proceso:
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Figura 51. Diagrama de equilibrio de fases de los enantiomeros de KP (v-Puntos de fusion

compl eto; v-Temperatura eutéctica)

Observando dicho diagrama, podemos decir que las transiciones (temperaturas eutécticas)
observadas para cada uno de los puntos intermedios recristalizados dan lugar a la evidencia de que
efectivamente & rac-KP se trata de un verdadero racemato. Estos resultados coinciden con aquellos

obtenidos por Duddu et al.*** para otro farmaco que posee también enantiomeros, |a pseudoefedrina.

También podemos estudiar este fendmeno desde un punto de vista cristalografico, para €llo
sometimos a todas y cada una de las muestras al estudio de difraccién de rayos X. Los resultados se

muestran a continuacioén en la figura 52:

%> Duddu, S.P., Khin-Khin, A., Grant, D.JW., Suryarayanan, R. A novel X-ray powder diffractometric method
studying the reaction between pseudophedrine enantiomers. J. Pharm. Sci. 86(3), 340-345, (1997).
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Figura 52. Difractograma correspondiente a las distintas mezclas recristalizadas de |os enantiomeros
de KP: (A) 15% S(+)-KP/85% R(-)-KP, (B) 25% S(+)-KP/ 75% R(-)-KP, (C) 35% S(+)-KP/ 65% R(-)-
KP, (D) 50% S(+)-KP/50% R(-)-KP, (E) 65% S(+)-KP/35% R(-)-KP, (F) 75% (+)-KP/25% R(-)-KP
y (G) 85% S(+)-KP/15% R(-)-KP.

Como se puede observar en la figura 52, las mezclas recristalizadas de los enantiémeros de
KP, a distintas proporciones presentaron diferentes perfiles cristalinos respecto a la muestra
recristalizada en proporcién 50% S(+)-KP/50% R(-)-KP. Por otro lado también tenemos que observar
la semejanza que existe entre las muestra recristalizadas que presentan las mismas proporciones de los
enantioémeros, es decir, se observo una semejanza entre lamuestraA y laG, entrelamuestraB y laFy

entrelaCy laE.

Ademés, en la figura 53 se muestra el perfil comparativo para la muestra de rac-KP y para
agquella muestrarecristalizada de R(-)-KP'y S(+)-KP en proporcion 50%-50%.
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Al

Figura 53. Difractograma de una muetra rac-KP (A) y de la muestra recristalizada
50% R(-)-KP/50% S(+)-KP (B).

Como se puede observar en lafigura 53, ambas muestras poseen el mismo perfil cristalino, por
lo tanto la recristalizacion en proporcion 1:1 de los enantiémeros provoca la reacomodacion de la
estructura a su forma mas estable es decir la forma racémica. Resultados similares fueron obtenidos
por Duddu et a.** para los enantiémeros de efedrina, los cuales recuperan la forma propia del
racemato tras la mezcla fisica de ambos enantidmeros, teniendo en todos los casos las caracteristicas

propias de éste: punto de fusion, solubilidad y cristalinidad.

8 Duddu, S.P., Grant, D.J. Formation of the racemic compound of ephedrine base from a physical mixture of its
enantiomersin the solid, liquid, solution or vapor state. Pharm. Res. 9(8), 1083-1091, (1992).
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3. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE LAS DISTINTAS FORMAS DE
KETOPROFENO

Para los distintos estudios de solubilidad se utilizaron las diferentes muestras preparadas y
descritas en el apartado de Materiales y Métodos, tanto en el bafio de agitacion a 37°C asi como tras un

ciclo de autoclave a 120°C durante 20 minutosy presion de 1 atmésfera

Las diferentes formas de KP que se fueron objeto de estudio son las siguientes: rac-KP, R(-)-
KP, S(+)-KPy mezclafisica en proporcién 1:1 de ambos enantiémeros denominada MF (1:1). De esta
manera se observo la correlacion entre la solubilidad obteniday |os resultados obtenidos anteriormente

en |as pruebas de determinacion de punto de fusion y cristalinidad.

También se observo el aumento de la solubilidad de las distintas formas de KP, poco solubles
en agua, cuando éstas se incluyen en soluciones que contengan diferentes pH's asi como diferentes
tipos de CD, con o sin polimeros hidrosolubles, excipientes que como ya se ha comentado
anteriormente ayudan a facilitar la formacién de los complegjos, por tanto ayudan a aumentar la
solubilidad. Para facilitar la solubilidad de KP, en determinados estudios, se afadié un alcalinizante
del pH del medio, latrietanolamina (TEA).

3.1. BANO DE AGITACION A 37°C

Se determing la solubilidad de las distintas formas de KP (rac-KP, R(-) y S(+)-KP purosy MF
(1:1)), adistintos pH’s, asi como en distintos tipos de CD (y-CD, B-CD y HPBCD). Posteriormente, y
en base a los resultados obtenidos, se selecciond laHPBCD ya que posee una gran solubilidad en agua.
Se repitieron los estudios a distintos pH's en presencia de la HPBCD, y ademés se tuvieron en cuenta
la presencia de carbonos asimétricos en su estructura, que le otorga, a su vez, propiedades quirales. De
esta manera se observd también la posible interaccion entre farmaco-excipiente, y las posible

enantiosel ectividad que se derive de ella.

3.1.1. Distintos pH’s.

Los primeros ensayos realizados corresponden a la determinacion de la solubilidad de las

distintas formas de KP a diferentes pH’s, los resultados obtenidos se muestran en las siguientes tablas:
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Tabla 58. Cs (mM) del enantiémero R(-)-KP en las distintas formas de KP estudiadas a distintos pH
(n=3).

pH's rac-KP R(-)-KP #R(-)-KP #SD MF R(-)-KP + D
D
9.0 8.47 + 1.030 13.16 + 0.600 1.92+0.350
7.0 4.40 + 0.300 10.10 + 0.100 0.78 + 0.002
6.5 3.16 + 0.350 7.21+ 0.400 0.46 + 0.500
Aguades 58  |1.13+ 0.150 2.69 + 0.200 0.64 + 0.030
55 0.85+ 0.030 2.44 +0.100 0.31+0.123
45 0.53+ 0.020 1.52 + 0.000 0.26 + 0.634
35 0.42 + 0.040 1.18 + 0.000 0.24 + 0.356
2.0 1.19 + 0.000 1.21 + 0.400 0.23 + 0.260
1.2 0.40 + 0.050 1.01+ 0.005 0.24 +0.120

Como se puede observar en la tabla 58 la solubilidad de las distintas formas estudiadas de
R(-)-KP depende directamente del pH del medio en el que se encuentre, y aumenta segiin aumenta el
pH del medio. Estos resultados seran |6gicos debidos a las caracteristicas de acido débil que posee €
KP, por tanto cuanto més alcalino se torna el pH del medio, mayor ionizacion se provocara en la
molécula de KP, y este hecho repercutira directamente en un aumento de su solubilidad. La menor o
mayor solubilidad dependera entonces, Unicay exclusivamente de la forma de KP de la que provenga
el enantiomero (rac-KP, R(-)-KP puro o MF (1:1)).

Sin embargo, en cuanto a la solubilidad total de dicho enantiémero, R(-)-KP, existen grandes
diferencias entre las diferentes formas estudiadas. Por ejemplo, €l R(-)-KP gue proviene del andlisis de
la mezcla fisica (MF) es el que menor coeficiente de solubilidad posee. Este hecho sera tenido en

cuenta a continuacién al observar 1os resultados correspondientes a enantiémero S(+)-KP.

Por otro lado el enantiomero puro R(-)-KP, posee a todos los pH’s estudiados una mayor
solubilidad. Estos resultados son debidos a la diferente cristalinidad que posee con respecto alaforma
racémica que ya se habia observado previamente por difraccién de rayos X, asi como con la

determinacion de los puntos de fusion (R(-)-KP puro 75.8°Cy pararac-KP 94.1°C).
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A continuacion se muestran los resultados correspondientes a enantiomero S(+)-KP,
estudiado también en las mismas condicionesy alos mismos pH’s.

Tabla 59. Cs (mM) de enantidmero S(+)-KP en las distintas formas de KP estudiadas a
distintos pH (n=3).

pH’s Rac-KP (S(+)) #SD  |§+)-KP +SD MF (S(+)) #SD
9.0 859+ 1.177 15.14 + 0.230 9.23+0.234
7.0 4.17 +0.370 7.73 £ 0.096 7.58 £ 0.322
6.5 3.05+0.398 7.14+0.237 5.86 + 0.070
Aguades: 5.8 |1.11+0.132 242+ 0.454 0.86 £ 0.010
55 0.83 + 0.050 175+ 0.124 1.24+0.120
45 0.47 + 0.060 1.52 + 0.098 1.06 +0.121
35 0.31+0.100 1.34+ 0.650 0.74 + 0.090
2.0 112+ 0.130 0.97 £ 0.023 0.74 + 0.056
12 1.03+ 0.110 0.95 + 0.390 0.74 £ 0.203

Como se puede observar en la tabla 59 correspondiente a las solubilidades del enantiémero
S(+)-KP estudiado en las distintas formas, también se observa un comportamiento pH dependiente
(segin & pH se va tornando més alcalino, la solubilidad del KP ir4 aumentando, como ya hemos

sefidlado con anterioridad debido alas caracteristicas de &cido débil que posee lamolécula de KP).

Debemos sefidar que en este caso también e enantiémero S(+)-K P que proviene de la muestra
de rac-KP, mostrara el menor valor de solubilidad, con respecto tanto al S(+)-KP puro como aquel que
proviene de la MF. Este hecho confirma, asu vez, lamayor solubilidad del enantidomero S(+)-KP puro
debido ala menor cristalinidad y por tanto punto de fusion que posee (76.5°C), con respecto al rac-KP
(94.1°C).

En el estudio de la solubilidad de la MF observamos la existencia de una mayor solubilidad
aparente para e enantiomero S(+)-KP que para el enantiomero R(-)-KP, que como habiamos sefialado
anteriormente su solubilidad a los distintos pH es siempre la menor de las tres formulaciones
estudiadas rac-KP (R), R(-)-KPy MF (R). Obsevando detenidamente |os resultados se demuestra que
la solubilidad es igual entre ellos pero que la velocidad de disolucion es diferente, de ahi las
diferencias halladas en laMF (1:1).
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Para observar mas detenidamente los resultados correspondientes a la cantidad de uno y otro
enantiémero solubilizado en cada una de las distintas formas de KP, y observar en cada caso posibles
diferencias enantioselectivas, se muestran las gréficas comparativas de ambos enantiomeros en cada

uno de los casos estudiados. Las figuras 54, 55 y 56 muestran los resultados.
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des. 5,8

pH

Figura 54. Enantiomeros de la muestra rac-KP.

Como se puede observar en la figura 54 para la muestra de rac-KP, no se observan diferencias

entre ambos enantiémeros en ninguno de los pH estudiados

A continuacion se muestran los resultados correspondientes al andlisis de los enantiomeros

puros de KP:
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Figura 55. Enantiomeros puros R(-)-KP y S(+)-KP.

Ambos enantiémeras puros poseen una mayor solubilidad que los obtenidos parala muestra de
rac-KP, debido entre otros factores a punto de fusion menor que poseen. Este hecho se observa,
principalmente a los pH més favorables para que se produzca la ionizacion de la molécula, no
observandose diferencias significativas (p>0.01) en cuanto a la solubilidad de cada uno de los

enantiomeros.

A continuacion se muestra la figura perteneciente a los enantiomeros de KP, que provienen de

lamezclafisica(1:1) de los enantiomeros puros (MF).
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Figura 56. Enantiomeros de la MF (1:1).

Como ya habiamos observado en las tablas 57 y 58, correspondientes a los enantiomeros,
observamos una mayor solubilizacion en todos los casos del enantiomero S(+)-KP, que se hace més
acusado a medida que aumenta €l pH de la solucién, y por tanto se favorece la solubilidad del KP.
Debemos observar también que la suma de las solubilidades de ambos enantiémeros de la mezcla
(MF) essimilar ala solubilidad, y por tanto saturacion de cualquiera de |os dos enantiémeros puros en

|as mismas condiciones.

A la vista de los resultados obtenidos, a todos los pH's estudiados, excepto para el agua
desionizada, se observa un comportamiento de mayor solubilidad enantioselectiva para el enantiomero
puro, S(+)-KP. En €l caso del estudio de punto de fusion, ambos enantiomeros poseen précticamente el
mismo, sin embargo en el estudio de morfologia de los cristales, por difraccion de rayos X y
microscopia electronica de barrido se observan como ya se coment anteriormente ciertas diferencias

gue pueden ser las responsabl es de estas diferencias de solubilidad.
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3.1.2. Distintos tipos de ciclodextrinas (4-CD, HPSCD y »-CD).
Se seleccionaron tres tipos de CD, 3-CD, HPBCD y y-CD, pararedizar andlisis de solubilidad

en medio acuoso (agua desionizada) de los enantiémeros de la forma racémica de KP. A su vez se
adicion6 a medio los polimeros hidrosolubles (HPMC, PVP) como agentes solubilizantes, y €l
modificador de pH del medio (TEA), que seran utilizados més extensamente posteriormente en 1os
estudios realizados con el autoclave para facilitar la formacion de complejos. En los estudios
realizados en el bario de agitacion a 37 °C, se observara si existe alguna influencia en los resultados de

solubilidad obtenidos bajo estas condiciones por la utilizacion de los mismos.

Segulin unos estudios previos realizados por nuestro equipo de investigacion y que dieron
origen a unatesis doctoral ™’ cuyo fundamento consistia en el estudio de la solubilidad y estabilidad de
KP, entre otros farmacos, en distintos tipos de CD (3-CD, HPBCD) preparadas a distintas proporciones
e incluidas en digtintos pH’s (1.2, 3.7, 6.0 y agua desionizada). Para ambas CD se consiguié unos
aumentos lineales de la solubilidad segiin se incrementaba la concentracion de la CD atodos los pH's
estudiados.

En los estudios que se muestran a continuacion se utilizé una concentracion fija de 10% de las
CD, debido a que en base alos resultados realizados por nuestro grupo de investigacién y mencionadas
anteriormente, se considera dicho valor suficiente para aumentar la solubilidad de |os enantiémeros de
KP. Ademés se utilizardn otros agentes solubilizantes (los polimeros hidrosolubles y pH). La
utilizacion de estos agentes solubilizantes adicionados tiene como propésito el de limitar el uso de la

CD paradisminuir posibles efectos toxicol6gicos y reducir costes economicos

Las muestras analizadas se describen en el apartado de Materiales y Métodos, en las tablas 12,
13y 14.
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3.1.2.1. 3-CD
Los resultados obtenidos tras €l andlisis por HPLC se muestran en la figura 57 mostrada a
continuacion:
25,000 -
ER()-KP
20,000 -
OS(+)-KP
- 15,000 -
=
E
8
10,000 -
5,000 -
0,000 - —
K1 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k8 k9

Figura 57. Solubilidad de los enantiomeros de la forma rac-KP, en presencia de f-CD

Como se puede observar la presencia de B-CD en e medio de disolucion (k4) incrementa
ligeramente la solubilidad (p<0.05) de los enantiémeros de la forma de rac-KP (aproximadamente 3
veces). Por otro lado, las muestras que presentan la B-CD junto a los polimeros hidrosolubles HPMC
(K5), y PVP (K6), no facilitan la formacion de los complejos, debido a que como se puede observar en

el gréfico, el comportamiento de éstas esigua a de la muestra que contiene tan solo la 3-CD.

Este aumento de la solubilidad en presenciade CD en presencia de polimeros hidrosolubles en
proporcién 0.25%, sin utilizar condiciones forzadas de presion y temperatura ha sido descrito

previamente en la bibliografia para otro farmaco de la familia de los &cidos aril propidnicos, €

147 Calero Montoya, J. Efecto de la utilizacion de ciclodextrinas en la solubilidad y estabilidad del aciclovir,
ketoprofeno, talidomiday ricobendazol. Tesis Doctoral, Universidad Complutense de Madrid. Marzo 2001.
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concreto, para el naproxeno. Faucci et a. **® consiguieron aumentar la solubilidad de éste entre un

25%y un 80% traslaadicion del polimero.

Sin  embargo, volvemos a observar la influencia que egerce  pH del medio en la
solubilizacion de moléculas ionizables. Tras la adicion de TEA a la solucién que contiene la B-CD
(K7), se observa un incremento considerable en la solubilidad de los enantiomeros del rac-KP,
(aproximadamente 10 veces), debido a la alcalinizacion que se produce y que favorecera laionizacion
de la molécula y por tanto la solubilidad de los enantiémeros de rac-KP, molécula como ya hemos

dicho anteriormente posee caracteristicas de &cido débil.

También se ha observado la influencia de la adicion de los polimeros hidrosolubles, HPMC
(K8) y PVP (K9), a medio alcalinizado por la TEA. Una vez més observamos que bago estas
condiciones de trabajo (bafio de agitacion a 37°C) los polimeros hidrosolubles no eercen un
significativo (p<0.05) aumento de la complejacion del farmaco con la B-CD. De todas formas, €l
mejor resultado para ambos polimeros se observé con la HPMC (K8), cuya combinacion con la 3-CD

y TEA, parece que ofrece el maximo valor de solubilidad para ambos enantiomeros.

En todos los casos estudiados, |a solubilidad de los enantiémeros de rac-KP, ofrecen € mismo
comportamiento en cuanto a los resultados de solubilidad obtenidos. Por tanto, no existen

significativas (p<0.01) diferencias enantioselectivas para las condiciones estudiadas

18 Faucci, M.T., Mura, P. Effect of water-soluble polymers on naproxen complexation with natural and
chemically mobified beta-cyclodextrins. Drug Dev. Ind. Pharm. 27(9), 909-917, (2001).
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3.1.2.2. HPBCD
Por sus propiedades hidrofilas, utilizaremos el derivado hidroxipropilado de la B-CD. Se

realizarén los estudios en las mismas condiciones que en el apartado anterior que son mostrados a

continuacion:
35,00 4
ERO)-KP
30001 | gskp
25,00
= 20,00 4
E
[%2)
O 1500
10,00 -
5,00 4
0,00 - —
K1 K2 K3 K10 K11 K12 K13 K14 K15

Figura 58. Solubilidad de los enantiomeros de la forma rac-KP, en presencia de HPACD.

Como se puede observar en la figura 58 la solubilidad de |os enantiémeros de rac-KP aumenta
cuando la HPBCD es adicionada a medio (K10), aproximadamente 23 veces mayor. Cuando se
afaden a medio los polimeros hidrosolubles se observa que los valores ligeramente superiores de
solubilidad son hallados cuando laHPMC (K11) es afiadida a medio. Sin embargo la adicion de PVP
(K12) a medio no produce ninguna diferencia respecto a los resultados obtenidos para la HPBCD
(K10). Estos resultados difieren ligeramente con aquellos obtenidos para los estudios de solubilidad
realizados con la -CD y mostrados en el apartado anterior. La adicién de ésta (K4, K5, K6) a medio
provoco un aumento de solubilidad respecto a las muestras que no contenian la -CD (K1, K2, K3),

pero éste sera més discreto que e encontrado cuando la HPBCD (K10, K11, K12) es adicionada al
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medio. Este hecho es |6gico debido a la ya comentada mayor solubilidad que ésta CD posee en €
agua. Respecto a la adicion de polimeros para observar la posible interaccion farmaco-excipiente-
excipiente que provogue un efecto en la solubilidad final, muestra que los polimeros no gercen efecto
alguno sobre la solubilidad de los enantiémeros de rac-KP en el caso de la 3-CD, sin embargo en €l
caso de la HPMC adicionada a medio que contiene HPBCD provoca un ligero aumento en la

solubilidad (K11), debido alainteraccion positiva que se produce entre el rac-KP-HPBCD-HPMC.

La adicion de la TEA (K13) en este caso también favorecera la solubilidad de los
enantibmeros de rac-KP, debido a como habiamos mencionado anteriormente se provoca la
alcalinizacion del medio que favorece plenamente la ionizacion y por tanto la solubilizacion del los
enantiémeros de rac-KP. Sin embargo la adicién de los polimeros hidrosolubles (K14 y K15), no
gjerce una influencia significativa (p>0.05) en el aumento de solubilidad hallada, pero se observa un
comportamiento similar a hallado cuando la B-CD es utilizada. La HPMC, aunque discretamente,

volverdadar los valores mayores de solubilidad, en ambas CD, (K8y K14).

En ninguno de los casos estudiados se encontraron diferencias significativas (p>0.01) parala
solubilidad enantioselectiva de los enantiomeros de rac-KP. El uso del excipiente quiral, HPMC,
aungue provoca una interaccion junto con las CD y al farmaco, dando origen a los mayores picos de

solubilidad, dicha interaccion no serainteraccion de caracter enantiosel ectiva
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3.1.2.3.y-CD
Los resultados obtenidos para la solubilidad de los enantibmeros de rac-KP en estas

condiciones se muestran en lasiguiente figura:

30,00 ~

BR-KP
OS-KP

25,00 -

20,00 -

15,00 1
10,00 4

5,00 1

0,00 -
K1 k2 k3 K16 K17 K18 K19 K20 K21

Figura 59. Solubilidad de los enantiomeros de la forma rac-KP, en presencia de HPSCD 10%.

Como se puede observar en lafigura 59, la solubilidad de los enantiomeros de rac-K P aumenta
por la adicion del agente favorecedor de la solubilidad (y-CD) (K16), dicho aumento serd de
aproximadamente 3 veces, valor similar a obtenido cuando la 3-CD es adicionada a medio (K4). La
adicién de polimeros hidrosolubles al medio (K17 y K18) no producira modificacion alguna en cuanto

alos valores obtenidos de solubilidad de |os enantiémeros de rac-K P.

Sin embargo, tras la adicion de TEA (K19), observamos nuevamente unos valores de
solubilidad de los enantiémeros de rac-KP superiores a aquellos encontrados tan solo con la y-CD.
Este hecho, ya ha sido repetidamente descrito en los apartados anteriores. Debemos observar la
interaccion negativa que originara en la solubilidad de los enantidmeros de rac-KP la adicion de los
polimeros hidrosolubles, HPMC (K20) y PVP (K21), a medio, que se reflgja en un descenso en la

solubilidad obtenida respecto ala muestra que no posee polimero alguno (K19).

De nuevo, en todos los casos estudiados no se observaron diferencias significativas (p>0.01)

en cuanto ala aparicion de solubilidad enantiosel ectiva de | os enantiomeros de rac-K P.
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3.1.3. Diferentes pH’s en combinacién con 10% HPACD.

Una vez observados los resultados obtenidos en el apartado anterior, se decidié utilizar la
HPBCD en proporcion de 10% como el excipiente de el eccidn para los ensayos que fueron realizados.
La HPBCD 10% produce € mayor incremento en la solubilidad de los enantibmeros de rac-KP,

comparado con |os resultados obtenidos para las otras dos CD estudiadas, -CD y y-CD.

En € apartado 6.1.1 ya se estudié la solubilidad de las distintas formas de KP en presencia de
diferentes pH. En el presente apartado repetimos todos los pH’s estudiados y ademés adicionamos al
medio HPBCD 10% para observar la influencia que posee ésta en la solubilidad de los enantiémeros de
KP, en aquellos pH que favorezcan su solubilidad (pH alcalinos), como en aguellos que no sean

propicios paraella (pH &cidos). Observamos también las posibles diferencias enantiosel ectivas.

Las muestras fueron preparadas segun el esquema mostrado en el apartado de Materiales y
Métodos.

Los primeros ensayos realizados corresponden a la determinacion de la solubilidad de las
distintas formas de KP a diferentes pH”s en una solucién que contiene 10% de HPBCD, los resultados

obtenidos se muestran en las tablas a continuaci on:

Tabla 60. Cs (mM) del enantiémero R(-)-KP en las distintas formas de KP estudiadas a distintos pH
(n=3) y 10% HPBCD.

pH's Rac-KP (R(-)-KP) 2D |R(-)-KP D MF (R(-)-KP) #SD
9.0 17.18 + 0.452 53.90 + 0.195 23.44+0.723

7.0 15.50 + 0.345 35.09 + 0.098 24.60 + 0.527

6.5 13.77 + 0.600 37.40 £ 0.758 16.88 + 0.067
Aguades: 5.8 [15.98+ 0.310 55.47 + 0.585 7.84 +0.045

55 12.76 + 0.348 42.32 + 0.575 1.11+0.174

45 12.10 + 0.976 51.33 + 0.463 6.03 + 0.309

35 11.10 + 0.121 48.75 + 0.007 4.48 + 0.540

2.0 11.52 + 0.010 47.04 + 0.535 6.79 + 0.456

1.2 10.75 + 0.000 43.76 + 0.121 3.64 + 0.040
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Como se puede observar en los resultados mostrados en la tabla 60, nuevamente la solubilidad
del R(-)-KP de las distintas formas estudiadas de KP, depende del pH del medio. Asi tendremos una
mayor solubilidad de la molécula cuanto mayor sea €l pH del medio. Se observd también que la
presencia de la HPBCD 10% provoca la formacién de complejos solubles que aumentan ain mas la
solubilidad del R(-)-KP, en comparacion con las muestras estudiadas anteriormente preparadas tan

solo adistintos pH’s, sin laadicion de laHPBCD.

A su vez, de nuevo se observard que los mayores valores de solubilidad se obtuvieron para €l
enantiomero R(-)-KP puro, y los menores seran los encontrados para e R(-)-KP que proviene de la
mezcla fisica (MF) a pH inferiores de 5.8 (agua desionizada). Posteriormente haremos mencion a ello

cuando se estudien los resultados abtenidos para el enantiémero S(+)-KP.

Volvemos a sefidlar que el enantiomero puro R(-)-KP, posee a todos los pH’s estudiados una
mayor solubilidad. Como ya hemos sefialado anteriormente, estos resultados son debidos a la diferente
cristalinidad que posee éste con respecto a la forma racémica que ya se habia observado anteriormente
con la determinacion de los puntos de fusion (R(-)-KP puro 75.8°Cy pararac-KP 94.5°C). Ademas la
incorporacion de la HPBCD 10% permite la inclusién de dicho enantiomero en la cavidad hidréfobay
por tanto permitirala solubilizacion de la molécula de manera significativa (p<0.05).A continuacion se
muestran los resultados correspondientes al enantiomero S(+)-KP, estudiado también en las mismas

condicionesy alos mismos pH’s.

Tabla 61. Cs (mM) del enantidbmero S(+)-KP en las distintas formas de KP estudiadas a distintos pH
(n=3) y 10% HPBCD.

pH’'s Rac-KP (S(+)-KP) 28D |§(+)-KP +SD MF (S(+)-KP) #SD
9.0 17.82 +0.150 50.17 + 0.097 24.49 + 0.564
7.0 14.43 + 0.090 4057 +0.748 23.77 + 0.256
6.5 14.24 + 0.436 47.10 + 0.567 16.32 +0.242
Aguades 58 |16.25+ 0.627 59.70 + 0.654 27.91+ 0.563
55 13.26 +0.111 50.39 + 0.847 18.71 + 0.684
45 12.89 +0.736 49.86 + 0.242 22.90 +0.114
35 11.55 + 0.727 4750+ 0.111 25.63 + 0.737
2.0 11.98 +0.216 46.77 + 0.074 29.57 + 0.271
1.2 11.08 + 0.008 43.44 +0.869 20.95 + 0.214
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Como se puede observar en la tabla 61 correspondiente a las solubilidades del enantiémero
S(+)-KP estudiado en las distintas formas, a igua que para € enantiomero R(-)-KP se observé un
comportamiento pH dependiente (segin € pH se va tornando més alcalino, la solubilidad del KP ir4
aumentando, como ya hemos sefialado con anterioridad debido a las caracteristicas de acido débil que
posee la molécula de KP). Sin embargo nuevamente se observa una gran influencia de laHPBCD 10%

anadida a medio, en cuanto a aumento significativo (p<0.01) de la solubilidad.

Debemos sefidar que en este caso € enantiomero S(+)-KP que proviene de la muestra de rac-
KP, mostrara el menor valor de solubilidad, con respecto tanto a S(+)-KP puro como aguel que
proviene de la MF. Este hecho confirma, asu vez, lamayor solubilidad del enantiomero S(+)-KP puro
debido alamenor cristalinidad y por tanto punto de fusion que posee (76.5°C), con respecto a rac-KP
(94.5°C).

En € estudio de la solubilidad de la MF observamos que a la mayoria de los pH’s indicados
existe una mayor solubilidad para el enantiémero S(+)-KP que para el enantiomero R(-)-KP, que como
habiamos sefialado anteriormente su solubilidad en los distintos medios estudiados es siempre la
menor de las tres formulaciones estudiadas rac-KP (R), R(-)-KPy MF (R(-)).

Para observar mas detenidamente los resultados correspondientes a la cantidad de uno y otro
enantiomero solubilizado en cada una de las distintas formas de KP, y observar en cada caso posibles
diferencias enantioselectivas, se muestran las gréficas comparativas de ambos enantiémeros en cada

uno de los casos estudiados. Las figuras 60, 61 y 62 muestran |os resultados.
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Figura 60. Enantiomeros de la muestra rac-KP.

Como se puede observar en la figura 60 para la muestra de rac-KP, no se observan diferencias
enantioselectivas significativas (p>0.05) entre ambos enantiomeros a ninguno de los pH estudiados.
Hablando de la solubilidad total obtenida para los enantiomeros de la forma rac-KP, tras la
incorporacion alos distintos pH's de la HPBCD 10%, se observa un aumento significativo (p<0.01) en
cuanto a la solubilidad de ambos enantiémeros a todos los pH estudiados (incluso a los pH’s &cidos
gue no favorecen la solubilidad de la molécula). (Observar figura 54, correspondiente a la muestra de
los enantiomeros de rac-KP a distintos pH’s sin la incorporacion de HPBCD 10%. Este hecho
demuestra la relevancia de la HPBCD en la solubilidad de los enantiomeros de KP, incluso

independientemente del pH del medio.)

A continuacién se muestran la gréafica comparativa de |os enantiomeros puros de KP:
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Figura 61. Enantiomeros puros R(-)-KP y §(+)-KP.

En este caso observamos una significativa mayor solubilidad (p<0.05) para ambos
enantiomeros que la encontrada para los enantiomeros pertenecientes a la muestra de rac-KP. La
incorporacion de la HPBCD 10% provoca un aumento de solubilidad considerable a todos los pH
estudiados (ver figura 55, correspondiente al estudio realizado a distintos pH's sin la incorporacion de
la HPBCD 10% al medio). Se observan pequefias diferencias significativas (p<0.05)en los resultados
de solubilidad enantioselectivas a los pH més cercanos a la alcalinidad (pH 9.0, 7.0, 6.5, agua
desionizada y 5.5). El enantiomero que se solubilizard en mayor cantidad a esos pH’s sera e S(+)-KP.
Este hecho parece curioso debido a que en la mezcla fisica estudiada a continuacion siempre ha
destacado el enantiomero S(+)-KP como el de mayor solubilidad en determinadas circunstancias del

proceso.

A continuacion se muestra la figura perteneciente a los enantiomeros de KP, que provienen de

lamezclafisica (1:1) de los enantidbmeros puros (MF).
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Figura 62. Enantiomeros de la MF (1:1).

Como ya habiamos observado en las tablas correspondientes a la solubilidad de los
enantiémeros de las distintas formas de KP estudiadas, observamos que en la mayoria de los casos
existe una mayor solubilizacién del enantibmero S(+)-KP, que se hace mas acusado a medida que
disminuye el pH de la solucion, y por tanto se favorece la solubilidad del KP. Debemos observar
también que la suma de las solubilidades de ambos enantiomeros de la mezcla (MF) es similar ala
solubilidad de la mezcla racémica, y por tanto se alcanza una saturacién de cualquiera de los dos

enanti dmeros puros en las mismas condiciones.

Lotter et a.** encontraron diferencias en cuanto ala solubilidad de los enantiémeros puros de
clortalidona en el medio que contiene la B-CD a pH 5, 7 y 9, en presencia de distintos tipos de

solventes.

149 otter, J., Krieg, H.M., Keizer, K., Breytenbach, J.C. The influence of beta-cyclodextrins on the solution of
chlortalidone and its enantiomers. Drug Dev. Ind. Pharm. 25(8), 879-884, (1999).
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A lavista de los resultados obtenidos anteriormente podemos decir que en soluciones acuosas,
la complegjacion de moléculas de farmacos ionizados, como es e caso del KP, por parte de la CD
puede resultar en una cantidad mayor de farmaco disuelto™® % %2,

10 Mullers, B., Albers, E. Complexation of dihydropyridine derivatives with cyclodextrins and 2-
hydroxypropyl.p.cyclodextrin in solution. Int. J. Pharm. 79, 273-288, 1992.

31 Johnsons M., Hoestery, T., Anderson, B. Solubilization of a tripeptide HIV protease inhibitor using a
combination of ionization and complexation with chemically modified cyclodextrins. J. Pharm. Sci. 83, 1142-
1146, (1994).

152 Timwalla, A., Hoesterey, T., Xiam, T., Lim, K., Anderson, B. Solubilization of thiazobenzimidazole using a

combination of pH adjustement and complexation with 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin”. Pharm. Res. 10, 1136-
1143, (1993).
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3.2. ENSAYOS DE SOLUBILIDAD EN EL AUTOCLAVE

3.2.1. Diferentes proporciones de HPSCD

Continuando con los ensayos de solubilidad de los enantiémeros de rac-KP, utilizaremos el
método descrito por Loftsson et al.'™®, para farmacos poco solubles en agua, por medio del cual
trataremos de aumentar la complegjacion del KPy laHPBCD en diferentes proporciones (5, 10, 15, 20,
25%), tanto en agua desionizada (pH 5.8) como a pH 9.0 que se considera 6ptimo para aumentar la
solubilidad del KP. Preparamos las soluciones de la manera descrita en el apartado de Materiales y
Métodos. Posteriormente los viales se incluyen convenientemente sellados en e autoclave,
procediéndose a redlizar un ciclo durante 20 minutos, a una temperatura de 120 °C, y presion

registrada en el bardmetro de 1 atmésfera.

Una vez autoclavadas las muestras, las dejamos enfriar fuera del autoclavey se espera 1 hora
y 30 minutos, para su conveniente estabilizacion. Posteriormente se procedié a filtrar y diluir las

muestras para su andlisis por HPLC.

Los resultados obtenidos para las muestras preparadas en agua desionizada (pH 5.8) se

muestran a continuacion:

133 | oftsson, T., Mésson, M., Sigurjéndéttir, JF. Methods to enhance the complexation
efficiency of cyclodextrins. S.T.P.Pharm. Sci. 9(3), 237-242, (1999).
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Figura 63. Diagrama de solubilidad de los enantiomeros de KP en presencia de la HPSCD
en agua desionizada.

Como se puede observar en la figura 63 se produce un aumento lineal (p<0.01) en la
solubilidad de los enantiébmeros de KP. Este aumento se produce cuando a su vez se aumenta la
concentracion de HPBCD. El tipo de grafico obtenido para ambos enantiémeros es de tipo A, segln
Higuchi et a. ™asumiéndose una estequiometria tipo 1:1. A su vez se puede decir que no se
encontraron diferencias enantioselectivas (p>0.05) para los enantiémeros de KP, bgjo las distintas
condiciones estudiadas, por tanto en este caso no se produce una interaccion enantiosel ectiva entre los

enantiomeros de KP'y el excipiente con propiedades quirales utilizado (HPBCD).

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para la solubilidad del rac-KP a pH 9.0

con diferentes proporciones de HPBCD (5, 10, 15, 20, 25%).
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Figura 64. Diagrama de solubilidad de los enantiémeros de KP en presencia de la HPACD a
pH 9.0.

El KP a ser una molécula de carécter acido débil (pK, 5.94), se encontrd en un medio que es
favorable para provocar su ionizacion lo que explica e aumento de su solubilidad en el medio carente
de CD, con respecto a la solubilidad que se obtenia para los enantiomeros de rac-KP en agua

desionizada.

Al igua que en el medio estudiado anteriormente, la relacion entre la cantidad de CD afiadida
a medio y el aumento de la solubilidad vuelve a ser lineal (p<0.05) segiin Higuchi et al.*®, cifiéndose
nuevamente a una cinéticatipo A, por lo tanto se asume una estequiometria de tipo 1:1 (una molécula

de f&rmaco por cada molécula de CD).

3% Higuchi, T., Connors, K.A. Phase solubility techniques. Adv. Anal. Chem. Instrum. 4, 117, 212, (1965).
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En este caso tampoco se encuentran interacciones entre los enantiomeros del rac-KPy la CD
gue provoquen diferencias enantioselectivas que provoquen diferencias (p>0.05) en la solubilidad
obtenida en cada caso estudiado.

Si superponemos las graficas obtenidas para ambas condiciones obtenemos el siguiente

resultado:
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Figura 65. Diagrama de solubilidad de los enantiémeros de KP en presencia de HPACD en
agua desionizada y a pH 9.0.

Como ya habiamos sefialado anteriormente la solubilidad de los enantiémeros del rac-KP a pH
9.0 se ve favorecidaincluso en ausencia de CD, debido a las caracteristicas de acido débil que posee €
KP, en comparaciéon con €l resultado obtenido para € rac-KP preparado en agua desionizada en
ausencia de CD. Por otro lado observamos que debido a propio pH 9.0 los enantiémeros de rac-KP
siguen aumentando su solubilidad linealmente a medida que se afiaden CD a medio por encimadel 1os
valores obtenidos para el agua desionizada hasta 10% de CD. Momento a partir del cual la solubilidad

de los enantiémeros de rac-K P que se registra en ambos medios es précticamente la misma.
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Teniendo en cuenta recientes estudios realizados por nuestro equipo de investigacion™ los
cuales estudiaban la solubilidad de los enantiomeros de KP a distintos pH’s preparados en diferentes
proporciones de HPBCD (estudios redlizados en bafio a 37°C con agitacion constante), las
correspondientes constantes de estabilidad que se obtuvieron en agua desionizada fueron: R(-)-KP:
702 M, y para S(+)-KP: 804 M™. Las constantes de estabilidad a pH bésico fueron para R(-)-KP: 16
M™, y para S(+)-KP: 18 M. En base a estos resultados podemos decir que las constantes que se
obtuvieron para las muestras analizadas a pH neutro son mayores que las obtenidas a pH bésico. Las
constantes de estabilidad que se mantienen dentro del rango 200-5000 M ™, segiin Blanco et a.™*°, se
consideran que los complejos formados son suficientemente estables. Por 1o tanto los resultados
obtenidos para aguellos estudios reflgjaron que las interacciones entre los enantiomeros de KP y la
HPBCD son mayoresy mas estables en los complejos formados en el medio acuoso (pH neutro) que en

el medio basico.

Para observar, los resultados de constantes de estabilidad obtenidos bajo las actuales
condiciones de trabgjo (autoclave a 120°C durante 20 minutos) se procedié a realizar los céaculos

pertinentes en base alos siguientes preceptos:

Las constantes de disociacion de los complejos formados se calcularon teniendo en cuenta el
perfil obtenido, utilizando para ello la ecuacion propuesta por Higuchi et al.™®’ basandose en una

estequiometria 1:1.

La ecuacion que serd utilizada es la siguiente K= pendiente/(Sy(1-pendiente)). Los valores de
solubilidad (Sp) se obtuvieron de dos formas. Por un lado, un valor experimental a partir de los datos
de las muestras sin CD. Asi se calcul6 un valor de solubilidad en saturacion que corresponde al
coeficiente de solubilidad (Sp). Al estar calculado directamente a partir de los datos experimentales |os
[lamaremos (Sp) exp. Por otro lado, a partir del gjuste lineal de los datos obtenidos con distintas

concentraciones de CD se obtuvo en e punto de corte con € e de las Y, otro valor de & a que

155 Calero, J. Efecto de la utilizacion de ciclodextrinas en la solubilidad y estabilidad de

aciclovir, ketoprofeno, talidomiday ricobendazol. Tesis doctoral. UCM, Marzo, 2001.
1% Blanco, J.L., Vila-Jato, J., Otero, F., Anguiano, S. Drug Dev. Ind.Pharm. 17, 943, (1991).
7 Higuchi, T., Connors, K.A. Phase solubility techniques. Adv.Anal.Chem.Instrum. 4, 117, 212, (1965).
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[lamaremos (Sy) graf. No siempre coincidiran los dos valores, y las diferencias entre ambos se deberan
a errores analiticos de determinacién, o méas probablemente a falta de linealidad a baas

concentraciones de CD.

En base a lo comentado anteriormente, se obtuvieron los siguientes parametros para los

enantidmeros de KP en ambos medios:

Tabla 62. Parametros determinados a partir de los diagramas de solubilidad de los enentiémeros de KP
en presencia de HPBCD en agua desionizaday pH 9.0.

pH Enantiomero | (S) exp. | (S) graf. | Ko (M™P) r p
(mM) (mM)

Agua | R() 0.40 0.78 1780 0992 | <001

Agua | S(+) 0.41 0.50 1540 0.996 <0.01

9.0 R(-) 17.12 -5.34 58 0.969 <0.01

9.0 S(+) 16.13 -6.52 61 0.984 <0.01

Las muestras preparadas en agua desionizada (pH=5.8) ofrecen unos resultados en sus
constantes de estabilidad (M™) para ambos enantiémeros que se encuentran entre el rango de 200-5000
M™, por tanto forman unos sistemas bastante estables en los que se mantiene un adecuado equilibrio
entre las moléculas del farmaco libre y las que estan incluidas en la cavidad de la CD. De acuerdo a
Froming et a™® a ser las pendientes menores que |a unidad se establece que la relacion molar es 1:1.
Por otro lado para € pH 9.0 las constantes de estabilidad para ambos enantiomeros se pueden
considerar bajas, y por tanto las interacciones existentes entre las moléculas del complejo son de una
fuerza débil. Estos resultados estan en consonancia con los obtenidos en los estudios previos que
indicaban alta estabilidad para los complejos formados en agua desionizada, y baja estabilidad para
aguellos formados a pH 9.0.

%8 Fromming, K.H., Szejtli, J. Cyclodextrin in Pharmacy. Kluwer Academic Publisher, Dordrecht, (1994).
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3.2.2. Diferentes propor ciones de polimeros hidrosolubles y/o trietanolamina.

En este capitulo se pretendié estudiar la influencia de los polimeros hidrosolubles (la
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), y la polivimilpirrolidona (PVP), e pH del medio acalinizado
mediante la adicion de trietanolamina (TEA), en la complgjacion de los enantiomeros de rac-KP con la
HPBCD.

Se consider6 como aceptable la proporcion de 10% de HPBCD, debido a los estudios
realizados en el apartado anterior. Se observa que en ambos medios dicha proporcion de 10% ofrecera
un vaor intermedio y aceptable de aumento de la solubilidad de los enantiémeros de rac-KP, a partir
del cual comenzaremos a estudiar la influencia de la adicion de los polimeros, asi como el agente

acainizante
3.2.2.1. Hidroxipropilmetilcelulosa y/o trietanolamina

A continuacidn se muestran |os resultados obtenidos tras e ciclo de autoclave de las muestras

preparadas con distintas proporciones de HPMC.

70,00 ~

60,00 - B R(-)-KP (HPMC)

0 S(+)-KP (HPMC)

50,00 -

40,00

mM

30,00 -

20,00 -

10,00 -

0,00 -+
KA.1 KA.2 KA.3 KA.4 KA.5 K.A.6 KA.7

Figura 66. Solubilidad de |os enantiémeros de rac-KP con un 10 % HPACD Yy diferentes proporciones
de HPMC.
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Los resultados obtenidos muestran que no existe una influencia de la HPMC en la
complejacion de los enantiomeros de rac-KP con laHPBCD a 10% y por tanto no aparece un aumento
de la solubilidad de éstos con respecto a la muestra que no posee HPMC entre las proporciones 0.05-
0.20% (K.A.3-K.A.6). Sin embargo, para la proporcion de HPMC de 0.25% (K.A.7), se observa un
aumento de la complejacion y por tanto de la solubilidad total con respecto a resto de las muestras
estudiadas. Por tanto bajo estas condiciones se consigue aumentar la solubilidad de los enantidmeros
de rac-KP utilizando menos cantidad de HPBCD lo que repercutira a disminuir costes econémicosy a

su vez disminuir efectos de toxicidad.

El aumento de la solubilidad de farmacos poco solubles en agua, en combinacién con la
adicion de CD y polimeros solubles en agua, en condiciones forzadas de temperatura ha sido estudiado
por diversos autores. Por gjemplo, Cappello et al.™ redujeron la cantidad de HPBCD afiadida al medio
de 3.5% (w/v) a 0.9% tras la adicion de 0.1% de HPMC para conseguir un aumento de la solubilidad
de la tropicamida consiguiendo una solubilidad de 1% (w/v). Dicha solubilidad favorable para su
administracién ocular, resultd paliar los efectos irritantes que provocaba su administraciéon a pH 5.0,

por medio del cual se consigue la solubilidad de 1% (w/v).

Por otro lado, teniendo en cuenta que la HPMC es un excipiente quira se estudio la posible
influencia enantiosel ectiva de ésta durante el proceso de autoclavado, comprobandose la influencia no
enantioselectiva de ésta en cuanto a resultado de solubilidad total obtenido para los enantiémeros de
rac-KP.

La modificacion del pH del medio se produjo tras adicionar 2 gotas la trietanolamina (TEA).
El pH entonces se tornd més acalino favoreciendo de ésta manera la ionizacion del rac-KP (écido
débil), y por tanto favoreciendo su solubilidad. Tras este proceso se adiciondé a medio las mismas
proporciones de HPMC (0.05, 0.10, 0.15, 0.20 y 0.25%) ala solucién de HPBCD 10%. L os resultados

tras el proceso de autoclavado se muestran a continuacion:
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Figura 67. Solubilidad de los enantiémeros de rac-KP con un 10 % HPACD vy diferentes proporciones
de HPMC en un medio alcalinizado por la TEA.

Como se puede observar la solubilidad de los enantiémeros de rac-KP aumentatras el proceso
de autoclavado précticamente el doble cuando se adicionala TEA a medio incluso en las muestras que
no contienen HPMC. El hecho del aumento de la solubilidad en este caso es como habiamos sefial ado
debido al cambio de pH del medio que se torna como favorable para la solubilidad de moléculas con

caracter de acido débil.

La solubilidad aumenta considerablemente cuando se adiciona un 0.15% de HPMC
(aproximadamente 100 mM para cada enantiémero), sin embargo en las muestras que contienen 0.20 y
0.25% se produce un descenso de la solubilidad con respecto ala de 0.15%. Estos resultados coinciden

160
a

con algunos encontrados en la bibliografia™ que sefialan que a partir de determinadas proporciones de

polimeros hidrosol ubles adicionados desciende la solubilidad del farmaco.

1% Cappello, B., Carmignani, C., lervolino, M., Immacolata La Rotonda, M., Fabrizio Saettone, M. Int. J.
Pharm. 1, 213, (1-2), 75.81, (2001).

180 oftsson, T., Fridriksdéttir, H., Sigurdardéttir, A.M., Ueda, H. The effect of water’soluble polymers on drug-
cyclodextrin complexation. Int. J. Pharm. 110, 169.177, (1994).
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De nuevo observamos la posibilidad de aumentar significativamente la solubilidad total de los
enantiomeros de rac-KP manteniendo la proporcién de 10% HPBCD, mediante el efecto sinérgico
provocado por la modificacion del pH del medio, asi como la adicion de la HPMC a una determinada
concentracion, en este caso de 0.15%. No se observé en ningin caso diferencias significativas

(p>0.05) entre la solubilidad de los enantiomeros de rac-KP.

3.2.2.2. Palivinilpirrolidonay/o trietanolamina

Se utiliz6 otro polimero hidrosoluble, la polivinilpirrolidona (PVP) en distintas proporciones
(0.05, 0.10, 0.15, 0.20 y 0.25%), para estudiar la influencia que ésta posee en la complegjacion de los
enantiémeros de rac-KP con la HPBCD 10%. De la misma manera que en e apartado anterior se
estudio también la influencia del pH del medio en la solubilidad total y en la facilitacion de

complejacion, trasla adicién de 2 gotas de TEA.

En lafigura 68 que se muestra a continuacion se puede observar |os resultados referentes ala
solubilidad de los enantidomeros de rac-KP, en soluciones con una cantidad constante de HPBCD 10%,

con distintas proporciones de PVP.

25,00 4
20,00 4

15,00 H

WR(-)-KP
OS(+)-KP
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10,00 H

5,00 -

0,00 ~ —
KA1 K.A.2 K.A.14 K.A.15 K.A.16 K.A.17 K.A.18

Figura 68. Solubilidad de los enantiémeros de rac-KP con un 10 % HPACD vy diferentes proporciones
de PVP.
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Como puede observarse la solubilidad del KP, no aumenta a adicionar las diferentes
proporciones de PVP, hasta 0.10% (K.A.15). Sin embargo posteriormente, en las concentraciones de
0.15, 0.20 y 0.25% de PVP (K.A.16, K.A.17 y K.A.18), se produce un descenso significativo (p<0.01)
de las solubilidad, que como ya habiamos comentado anteriormente ha sido previamente observado

62 & cual aumento su

por otros autores'®. Similares resultados fueron obtenidos para e naproxeno
solubilidad (120 veces) y estabilidad (65%) los complejos formados por medio de la adicion a la
solucion de naproxeno-HPBCD de un 0.1% PVP. Bgjo estas circunstancia de trabajo, se observaron
también la posible aparicion de diferencias enantioselectivas en cuanto a la solubilidad de los
enantiémeros. Como se puede observar en la figura 68, no existen diferencias significativas (p>0.05)

en cuanto a la enantioselectividad en la solubilidad de |os enantiémeros de rac-K P.

Posteriormente, y al igual que los estudios realizados previamente con laHPMC, se procedié a
acalinizar el medio para favorecer la solubilidad del rac-KP, con dos gotas de TEA, en las muestras
gue contienen las diferentes proporciones de PVP (0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25) y la cantidad fija de

HPBCD 10%. L os resultados obtenidos se muestran a continuacion:

181 | oftsson, T., Fridriksdéttir, H., Sigurdardéttir, A.M., Ueda, H. The effect of water-soluble polymers on drug-
cyclodextrin complexation. Int. J. Pharm. 110, 169.177, (1994).

182 Mura, P., Faucci, M.T., Bettinetti, G.P. The influence of polyvinylpyrrolidone on naproxen complexation with
hydroxypropylbetacyclodextrin. Eur. J. Pharm. Sci. 13 (2), 187-194, (2001).
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Figura 69. Solubilidad de los enantiomeros de rac-KP con un 10 % HPACD vy diferentes
proporciones de PVP en un medio alcalinizado por la TEA.

Como se puede observar la solubilidad de |os enantiémeros de rac-K P, aument6 a partir de una
concentracion de PVP de 0.20% (K.A.23). A partir e la cual la concentracion se mantiene (observar
resultados para concentracion PVP 0.25% (K.A.24)). En las concentraciones de PVP de 0.05 (K.A.20),
0.10 (K.A.21), 0.15% (K.A.22), éstas no aumentaran la solubilidad respecto a la muestra que no
contiene PVP, sino que ademas el resultado en los tres casos serd menor, debido posiblemente a una

interferencia negativaentrelas CD y laPVP a pH estudiado.

Tampoco se observard en este caso una solubilidad enantioselectiva de |os enantiomeros de la

formarac-KP, comportdndose ambos y en todos | os casos estudiados de la misma manera (p>0.05).
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3.2.3. Estudios de solubilidad en autoclave de las distintas formas de KP

Con €l fin de observar el comportamiento de las distintas formas de KP bgjo estas condiciones
de trabajo, se procedi6 a realizar un estudio con los enantiomeros puros (R(-)-KP y S(+)-KP) y la

mezclafisica (MF) en proporcion 1:1 de ambos enantiGmeros puros.

Las muestras del enantiomero R(-)-KP se prepararon de la manera que indica la tabla en €
apartado de Materiales y Métodos. Las muestras fueron preparadas en proporcion de 10% HPBCD y
HPMC (0.15%) y/o PVP (0.2%), con laadicion a medio de TEA.

3.2.3.1. R(-)-KP puro con HPMC y/o PVPy/o TEA
Las muestras preparadas para realizar este estudio estan descritas en €l apartado de Materiales
y Métodos.

Como se puede observar en lafigura 70, el R(-)-KP aumenta su solubilidad fundamental mente
cuando se alcaliniza el medio y por tanto se puede encontrar mayor proporcion de la forma ionizada.
Existen un aumento en la solubilidad de los enantidomeros cuando se adiciona la HPBCD a medio
(K.R.2), asi como en combinaciéon de ésta con los polimeros hidrosolubles (K.R.3 y K.R.5). Sin
embargo el aumento mas considerable se produce en el medio en € que se encuentrala TEA (K.R.4y
K.R.6) sobre todo en la muestra que contienen HPMC (K.R.4).
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Figura 70. Solubilidad del enantiomero R(-)-KP puro con un 10 % HPACD y 0.15% HPMC o 0.20%
PVP en un medio alcalinizado por la TEA.

mM R-KP

3.2.3.2. S(+)-KP puro con HPMC y/o PVPy/o TEA
Las muestras descritas en €l presente apartado se encuentran convenientemente descritas en €l

apartado de Materiales y Métodos.

L os resultados obtenidos son similares a los obtenidos en €l apartado anterior correspondiente
al enantiémero R(-)-KP puro. Como se puede observar en la figura 71, la solubilidad aumenta cuando
la HP-B-CD es adicionada al medio (K.S.2) (aproximadamente 3 veces mas). También podemos
sefidar que la complejacion del farmaco S(+)-KP puro por parte de la HPBCD se ve aumentada tras la
adicion de los polimeros hidrosolubles, laPVP (K.S.5), y laHPMC (K.S.3).

Un mayor aumento de la solubilidad se observé cuando € medio fue alcalinizado con la TEA,
en presencia de los polimeros hidrosolubles, la PVP (K.S.4), y la HPMC (K.S.6). El aumento de la

solubilidad para este enantiomero puro es aproximadamente igual paralos dos casos.

Una vez mas encontraremos una mayor solubilidad para el enantiomero S(+)-KP, respecto a
R(-)-KP. A pesar de tener las mismas caracteristicas cristalogréficas, de punto de fusién y morfologia

parece ser que e enantiomero S(+)-K P posee una mayor capacidad de solubilizacion.
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Figura 71. Solubilidad del enantiémero S+ )-KP puro con un 10 % HPACD y 0.15% HPMC o 0.20%
PVP en un medio alcalinizado por la TEA.

3.2.3.3. MF (1:1) con HPMC y/o PVPy/o TEA
Las muestras que fueron objeto de estudio en este apartado, y cuyos resultados se comentan a

continuacion, son detalladamente descritos en €l apartado de Materiales y Méodos
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Figura 72. Solubilidad de los enantiémeros R(-)-KP 'y S(+)-KP dela MF (1:1) con un 10 % HPSCD
y 0.15% HPMC 0 0.20% PVP en un medio alcalinizado por la TEA.



Punto de fusiéon y cristalinidad. Ricobendazol 235

A la vista de los resultados obtenidos y mostrados en la figura 72, la solubilidad de los
enantiémeros R(-) y S(+)-KP que forman la mezcla fisica (1:1), se ve aumentada, en todos los casos,
incluso en e medio tan solo con agua destilada (pH 5.8) (K.MF.1). este hecho puede ser debido a la
condiciones forzadas de presién y temperatura utilizadas, que facilitan la solubilidad de los
enantiémeros (observar resultados obtenidos en bafio a 37°C de la MF (1:1) en agua destilada (figura
56)).

La solubilidad aumenta cuando se afiaden a la solucién la HPBCD 10% (K.MF.2). Por otro
lado la adicién ala solucién que posee HPBCD 10% de los polimeros hidrosolubles provoca un ligero
aunque estadisticamente significativo (p<0.05) aumento de la complejaciéon con la HPBCD que se
reflgia en un aumento de la solubilidad, tanto cuando la HPMC (K.MF.3) como cuando la PVP
(K.MF.5) es adicionada al medio, siendo de las dos mayor el aumento registrado cuando la PVP es
adicionada al medio.

Nuevamente, observamos la importancia que egerce  pH en la solubilizacion de los
enantiémeros de MF-KP. Por tanto, se registra un aumento en la solubilidad de los enantiémeros de la
MF (1:1) cuando la TEA es adicionada a medio que contiene laHPBCD 10% y laHPMC (K.MF.4) o
laPVP (K.MF.6), siendo de nuevo la solubilidad registrada significativamente (p<0.01) mayor cuando
el polimero PV P esté presente en el medio.
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4. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA INTERNA DE RICOBENDAZOL RACEMICO.

Los resultados mostrados en la determinacién del punto de fusion y la cristalinidad, tanto por
la técnica de difraccion de rayos X como por la microscopia electronica de barrido, para €
Ricobendazol (RBZ) fueron los resultantes del andlisis que se realizd sobre la muestra
racémica (rac-RBZ). Esto se debe a que no existe, hasta el momento, la posibilidad de

conseguir en cantidad suficiente los enantiomeros puros (-)-RBZ y (+)-RBZ.

4.1.PUNTO DE FUSION.
Se determind € punto de fusion de rac-RBZ siguiendo el método descrito en el apartado de

Materiales y Métodos (Sistema de determinacién tipo capilar B-450 y andlisis térmico diferencial.

El punto de fusién obtenido para la muestra de rac-RBZ analizada con el aparato de
determinacion de punto de fusion (Sistema B-450) fue 75°C. El punto de fusion de la muestra de rac-
RBZ, analizado por andlisis térmico diferencial (DSC) fue 75°C (figura 73). Como se puede observar
por ambos métodos obtenemos, aproximadamente, el mismo punto de fusién para la muestra de rac-
RBZ.
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Figura 73. Curva DSC obtenidas parala muestra de rac-RBZ.

El-Arini et a.' estudiaron el punto de fusién para la forma racémicay los enantiémeros de
otro farmaco perteneciente a la familia de los bencimidazol carbamatos con propiedades
antihelminticas, €l prazicuantel, encontrdndose puntos de fusién menores en |os enantiémeros respecto
a la forma racémica que se reflgja en una mayor solubilidad de éstos. Como ya hemos aclarado

anteriormente no existié la posibilidad de trabajar con los enantiomeros de RBZ.

4.2. CRISTALINIDAD.

La muestra analizada para observar la cristalinidad del principio activo fue, de nuevo tan solo,

la correspondiente a la forma racémica puro del mismo (rac-RBZ). La figura 74 muestra €

183 E|-Arini, SK., Giron, D., Leuenberger, H. Solubility properties of praziquantel and its enantiomers. Pharm
Dev. Technol. 3(4), 557-564, (1998).
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difractograma obtenido para la muestra de rac-RBZ con e sistema Philips X Pert-MPD (CAl,
Difraccion Rayos X, UCM).

All

Figura 74. Difractograma de la muestra de rac-RBZ.

A lavista de los resultados obtenidos para observar la cristalografia del la formarac-RBZ, se
comprueba que corresponde a un perfil caracteristicamente cristalino con la aparicion en el

difractograma de picos agudos.

También se realiz6 un estudio morfoldgico de la muestra de rac-RBZ a través de la técnica de
microscopia diferencial de barrido (CAl, Microscopia Electronica, UCM). La fotografia

realizada se muestra a continuacion:
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Figura 75. Rac-RBZ

Los cristales de la muestra de rac-RBZ son irregulares, y de mdiltiples tamafios, como se puede

observar en lafigura 75.
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5. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE RICOBENDAZOL RACEMICO.

Para los distintos estudios de solubilidad se utilizardn las diferentes muestras preparadas y
descritas en el apartado de Materiales y Métodos, tanto en el bafio de agitacién a 37°C asi como tras un

ciclo en el autoclave a 120°C durante 20 minutosy presion de 1 atmésfera.

Como ya se comentd previamente, todos los ensayos con e RBZ fueron realizados con la
forma racémica. Por tanto los resultados que se presentan a continuacion se refieren siempre a los

enantiémeros, (-)-RBZ y (+)-RBZ que pertenecen a dicha muestra racémica pura (rac-RBZ).

El rac-RBZ se trata de una molécula de caracter base débil, poco soluble en agua. Por tanto
estudiaremos la solubilidad que poseen sus enantiémeros en distintas condiciones. Tanto en soluciones
gue contengan diferentes pH's asi como diferentes tipos de CD, con o sin polimeros hidrosolubles
(HPMC o PVP), excipientes que como ya se ha comentado repetidamente ayudan a facilitar la
formacién de complejos, ayudando, por lo tanto a aumentar la solubilidad. Para facilitar la solubilidad
de rac-RBZ, en determinadas fases del estudio, se afadiran acidificantes del pH del medio. Dichos

acidificantes seran, el &cido citrico (50 mM) y el &cido tartarico (50 mM).

5.1. BANO DE AGITACION A 37°C

Se determino la solubilidad de los enantiomeros (-)-RBZ y (+)-RBZ de la forma rac-RBZ, a
distintos pH's (9.0, 7.0, 6.5, 5.5, 4.5, 3.5, 2.0 y agua desionizada (5.8)) asi como con diferentes tipos
de CD (B-CD, HPBCD y y-CD). Posteriormente se seleccioné la HPBCD a 10%, ya que como se ha

explicado anteriormente esta CD posee una elevada solubilidad en agua, y ademas también se tuvo en
cuenta la presencia de carbonos asimétricos en su estructura, que le otorgan, por tanto, propiedades
guirales. De esta manera, se observaron las posibles interacciones entre farmaco-excipiente, y la

posible enantiosel ectividad que se derive de ellas.
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5.1.1. Distintos pH’s.

L os primeros ensayos realizados corresponden a la determinacion de la solubilidad de

los enantiomeros de RBZ, (-) y (+)-RBZ, a diferentes pH's. Los resultados obtenidos en cada caso se

muestran en la tabla 63 descrita a continuacion:

Tabla 63. Cs (mM) de (-)-RBZ y (+)-RBZ de la muestra de rac-RBZ estudiados a distintos
pH’s.

pH (-)-RBZ + (+)-RBZ +
SD) D

9.0 0400 = 0409 <+
0.023 0.019

7.0 0.120+ 0122 +
0.003 0.006

6.5 0124 + 0123 +
0.010 0.008

5.8 0124 + 0126 +
0.011 0.020

55 0137 + 0133 +
0.012 0.017

45 0169 + 0.170 +
0.016 0.023

3.0 0470 +£ 0468 +
0.036 0.026

2.0 4640 + 4610 +
0.058 0.084

Como se puede observar en latabla 63 la solubilidad de los enantiomeros, (-)-RBZ y (+)-RBZ,
depende directamente del pH de la solucion en la que se encuentre, y segun los pK, que posee la
molécula (0.20 y 9.79). Debido a este hecho, el RBZ a ser una base débil que posee estos dos pK,, a
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pH basico (en nuestro estudio véase pH 9.0) se encontrd parte de ella en su forma ionizada, de ahi
mayor solubilidad que a pH menores (obsérvese en la tabla pH 7.0, 6.5, 5.5 y 4.5). Se observé
también un aumento de su solubilidad a partir de pH 3.0, siendo mucho més importante el aumento de
su solubilidad a pH 2.0, debido a como ya hemos comentado anteriormente la ionizacién que se

produce en lamol écula.

No se encontraron diferencias significativas en la solubilidad de |os enantiémeros de rac-RBZ,
aninguno de los pH’s estudiados.
5.1.2. Distintos tipos de ciclodextrinas (4#CD, HP-4-CD y »-CD)

Se utilizaron las mismas CD y en la misma proporcién (10%), que para el KP, pararedizar el

andlisis de solubilidad en medio acuoso (agua desionizada) de |los enantiomeros, (-)-RBZy (+)-RBZ,
de rac-RBZ. De nuevo, para este farmaco, adicionamos a medio los polimeros hidrosolubles (HPMC
y PVP) y se observé su implicacion en la solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ como agentes
solubilizantes. También se observd lainfluencia que gercian en laformacion de los complejos cuando
se adicionaron a medio gque poseia las CD, en las condiciones utilizadas, bafio de agitacién a 37°C.
Este hecho se estudiara mas en profundidad posteriormente, cuando utilicemos € método descrito en
la bibliografia por Loftsson et a.'®, & cual implica a los polimeros hidrosolubles como agentes
importantes en laformacién de complejos de farmacos poco solubles en agua con las CD a presionesy
temperaturas forzadas, mediante ciclos en un autoclave. Teniendo en cuenta que la HPMC posee a su
vez carbonos quirales en su estructura se estudié la posible influencia de éste hecho en la solubilidad

de los enantiémeros de rac-RBZ.

También se utilizara lainfluencia del pH del medio en la solubilidad de los enantiomeros. Para
ello, y teniendo en cuenta las caracteristicas de &cido débil de rac-RBZ, se eligieron dos &cidos
organicos, &cido citrico y é&cido tartarico, que también han sido descritos y utilizados en la
bibliografia'® para provocar aumentos en la solubilidad de farmacos poco solubles en agua. El &cido
tartarico a su vez posee, un centro de asimetria lo que le conferira propiedades quiraes, que
permitieron observar la posible aparicién de diferencias enantioselectivas en la solubilidad de los

enantiémeros de rac-RBZ.

164 | oftsson, T. Increasing the cyclodextrin complexation of drugs and drug bioavailability though addition of
water-soluble polymers. Pharmazie, 53 (11), 733-740, (1998)
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En las gréficas que muestran los resultados correspondientes a las CD estudiadas (figura 78,
79 y 80) se han incluido también los resultados correspondientes a los resultados obtenidos para los
enantiémeros de rac-RBZ en las distintas condiciones (con los polimeros hidrosolubles, los acidos
organicos) en un medio acuoso (agua desionizada) sin la adicion de la CD correspondiente en cada

Caso.

5.1.2.1. HPBCD
En la figura 76 se presentan los resultados de solubilidad obtenidos para los enantiémeros de
RBZ, (-)-RBZ y (+)-RBZ, en las distintas condiciones utilizadas. Las muestras utilizadas se encuentran

perfectamente descritas en el apartado destinado alos Materiales y Métodos utilizados.

OmM (--RBZ

EmM (+)-RBZ

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 RI13 R14

Figura 76.Cs (mM) de (-)-RBZ y (+)-RBZ en presencia de HPMC o PVP, &cido citrico (50mM) o
acido tartérico (50 mM) en presencia 0 ausencia de HPBCD 10%.

Como se puede observar en la figura 76, los enantiémeros de RBZ, aumentaron su solubilidad,
ligeramente tras la adicién de polimeros hidrosolubles, HPMC (R2) y PVP (R3) (aproximadamente 4
veces) y como es |6gico con mayor trascendencia cuando € pH del medio fue acidificado (pH 2.3 en
ambos farmacos) mediante la adicién de los acidos organicos, acido citrico (R4) (aproximadamente 13
veces) y écido tartarico (R5) (aproximadamente 15 veces).

%5 piel, G., Evrard, B., Van Hees, T., Llabres, G., Delattre, L. Development of a parenteral and of an oral
formulation of albendazole with cyclodextrins. S.T.P.Pharma Sci. 9 (8), 257-260, (1999).
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La adicién de la HPBCD 10%, (R6) provocd un aumento en la solubilidad de los enantiomeros
de rac-RBZ, aproximadamente del mismo orden que el provocado por la acidificacion del medio (R4 y
R5).

Para observar la influencia que gjercen los polimeros hidrosolubles en la complejacion de los
enantiomeros de rac-RBZ por la HPBCD 10% se prepararon las muestras R7 y R8, adicionando a medio
HPMC 0.25% y PVP 0.25% respectivamente. A la vista de los resultados mostrados, |os enantiémeros
de rac-RBZ mostraron una solubilidad ligeramente inferior a aquella mostrada para la muestra que no los
contiene (R6). Este hecho muestra la aparicion de una interaccion negativa de los polimeros
hidrosolubles que explica dicha disminucién en la solubilidad, con respecto a los resultados obtenidos
cuando la solucion tan sélo contenia la solucion de HPBCD 10%.

La adicién de los &cidos orgéanicos, citrico (R9) o tartérico (R10) (50 mM) a medio provocd un
cambio en e pH del medio tornandolo acido (aproximadamente 2.5). Este cambio se reflgja en €
aumento de solubilidad registrado para los enantiomeros de rac-RBZ en dicho medio. Como se puede
observar lamejor solubilidad se registrd cuando el acido tartérico fue adicionado.

L as combinaciones de |os polimeros con los &cidos orgéanicos también se ve reflgjada en lafigura
78. Como se puede apreciar, la combinacion de la PVP (0.25%) con €l &acido tartarico en presencia de la
HPBCD 10% (R12), present6 la mejor solubilidad. La adicion de la PVP no parece ser limitante para el
aumento en la solubilidad que se produce, debido a que la solubilidad se presenta précticamente igual
que la obtenida cuando la combinacion se produce tan solo entre el &cido tartarico (50mM) y la HPBCD
10%.

Para el resto de las combinaciones, HPMC 0.25% y é&cido tartérico (50 mM) (R11), PVP (0.25%)
y &cido tartérico (50mM) (R12), HPMC (0.25%) y é&cido citrico (50 mM) (R13), PVP (0.25%) y é&cido
citrico (50 mM) (R14) encontramos de nuevo una interaccion negativa, mencionada con anterioridad, en
cuanto a la solubilidad total de los enantiomeros de los polimeros en un medio con HPBCD. Dicha
disminucién es de caracter estadisticamente significativo (p<0.05), siendo la combinacién HPMC
(0.25%) y €l acido tartarico (50 mM), la que ofrecié los resultados menores, de 1o que se deduce que la
interaccion fue la méas fuerte.

Por otro lado, teniendo en cuenta la presencia de carbonos asimétricos en la HPMC, el &cido
tartarico y en la HPBCD, se observé la posible aparicion de diastereisomeros en € medio que pudiesen
ofrecer diferencias enantiosel ectivas en cuanto ala solubilidad de |os enantidomeros de rac-RBZ. Como se
puede observar, en ninguno de los casos estudiados aparecieron dichas diferencias (p>0.05).
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5.1.2.2. 3-CD

Las muestras utilizadas en este apartado son detalladamente descritas en € apartado de
Materialesy Métodos. Lafigura 79 muestralos resultados obtenidos:

4,5

OmM ()-RBZ
EmM (+)-RBZ

Cs (MM

0,51

0 i
R1 R2 R3 R4 RS R15 R16 R17 R18 R19 R20 R21 R22 R23

Figura 77. mM de (-)-RBZ y (+)-RBZ solubilizados en presencia de HPMC o PVP, &cido citrico
(50mM) o é&cido tartarico (50 mM) en presencia o ausenciade -CD 10%.

Como se puede observar en la figura 77, la solubilidad en agua de los enantiomeros de RBZ
(R1), (-)-RBZ y (+)-RBZ se vi6 aumentada cuando la 4-CD 10% fue adicionada al medio (R15). Sn
embargo, €l resultado de solubilidad de los enantiomeros en este medio que contiene S-CD 10% es
aproximadamente igual al obtenido cuando se modifica el pH del medio, tras la adicién del &cido

citrico (R4) y ligeramente inferior trasla adicion de &cido tartarico (R5).

Se adicionaron los polimeros hidrosolubles a medio que contiene 3-CD 10%, para observar la
influencia que gjercen estos agentes solubilizantes B-CD en la megjor a de la complgacion de los
enantiomeros de RBZ en la cavidad hidréfoba de la 3-CD. De nuevo en este caso se observé un descenso
en lasolubilidad de los enantidmeros de RBZ, en ambos polimeros, HPMC (R16) y PVP (R17), debido
a la interferencia que se produce entre la B-CD-polimero que no favorece la complejacion en estas
condicionesy que por tanto disminuye la solubilidad.

Tras afiadir los &cidos organicos al medio que contiene el exceso de rac-RBZ en una solucién f3-
CD 10%, se modifico € pH del medio térnandose écido (pH 2.5 aprox.), y por tanto se favorecio la
aparicion mayoritaria del los enantiomeros de RBZ en su forma ionizada, y por tanto mas soluble. De
esta manera se ve una interaccion positiva, debido a aumento significativo (p<0.01) en la solubilidad de
los enantiémeros de RBZ en el medio que contiene el &cido citrico (R18) y &cido tartarico (R19) en la
solucién B-CD 10%.
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Por otro lado las distintas combinaciones realizadas entre los polimeros y los &cidos organicos,
para estudiar las posibles interacciones producidas y su reflejo en la solubilidad, se muestran también en
la figura 80, HPMC (0.25%) y é&cido tartarico (50 mM) (R20), PVP (0.25%) y &cido tartarico (50 mM)
(R21), HPMC (0.25%) y acido citrico (50 mM) (R22) y PVP (0.25%) y é&cido citrico (50 mM) (R23).

Como se puede observar en la figura 79, no existe un aumento de la solubilidad de los
enantiémeros de RBZ, en ninguna de las combinaciones propuestas. Sin embargo, en las combinaciones
R20, R22 y R23, se observa una disminucién de la solubilidad, por tanto podemos hablar de una
interaccion negativa provocada por la presencia de los polimeros hidrosolubles (PVP o HPMC). Sin
embargo en la muestra denominada R21, PVP 0.25% y é&cido tartérico (50mM), no se observa dicha
interaccion de la PVP, y tampoco un aumento de la solubilidad con respecto a la muestra que tan slo
posee € é&cido tartarico (50 mM) en presenciade 3-CD 10%.

Ademas, la 3-CD no posee carbonos aquirales en su estructura, pero si otros de los excipientes
utilizados, por giemplo laHPMC 'y el &cido tartérico. Las diferentes combinaciones serian susceptibles de
formar compuestos diasteroisdmeros que diesen lugar a diferencias enantiosel ectivas de algiin tipo en los
resultados. Sin embargo, y en base a los resultados obtenidos, no se observé en ningun caso diferencias
enantioselectivas para la solubilidad de los enantiémeros de rac-RBZ (p>0.05).

5.1.2.3.y-CD
Las muestras preparadas, para hacer 10s estudios en este apartado son descritas en el apartado

destinado alos Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 78.
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Figura 78. mM de (-)-RBZ y (+)-RBZ solubilizados en presencia de HPMC o PVP, é&cido citrico
(50mM) o é&cido tartarico (50 mM) en presencia o ausenciade y-CD 10%.

A lavista de los resultados obtenidos, observamos que la y-CD ofrece los menores resultados
de solubilidad para los enantiomeros de RBZ de las tres CD utilizadas. Observamos también que los
resultados obtenidos para la solubilidad de éstos es menor en presencia de la solucion de y-CD 10%

(R24) que aquella que nos encontramos en el medio acidificado por los acidos organicos (R4 y R5).

La combinacion de dicha CD, y-CD, con los polimeros hidrosolubles, originé una disminucion
en la solubilidad de los enantiémeros de rac-RBZ, debida a una interaccion negativa de |os polimeros
hidrosolubles, HPMC (R25) o PVP (R26) con lay-CD. Este hecho ya ha sido observado en todos los

casos anteriormente descritos cuando otras CD fueron utilizadas.

Una interaccion positiva para el aumento de solubilidad, fue encontrada de nuevo, cuando los
acidos organicos, &cido citrico (R27) y acido tartarico (R28), son adicionados a la solucion que
contiene y-CD 10%, registrandose un aumento en la solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ,

debido al cambio de pH gue se produce en &l medio (aprox. pH 2.5).
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La combinacion de los polimeros hidrosolubles con los acidos organicos, HPMC (0.25%) y
acido tartérico (50 mM) (R29), PVP (0.25%) y é&cido tartarico (50 mM) (R30), HPMC (0.25%) y &cido
citrico (50 mM) (R31) y PVP (0.25%) y é&cido citrico (50 mM) (R32), ofrecié el mismo resultado que
el observado anteriormente con las otras dos CD estudiadas. De esta manera, se ve una interferencia

gjercida por |os polimeros sobre todo en las muestras R29 y R31.

Lay-CD no posee carbonos asimétricos en su estructura, sin embargo otros de los excipientes
estudiados si poseen dichas caracteristicas. Por egemplo, la HPMC y € &cido tartérico, 1o que podria
dar origen a la formacion de compuestos diastereoisdmeros con los enantiomeros de rac-RBZ, y por
tanto ala aparicién de una cierta enantiosel ectividad en la solubilidad. Tras un estudio detallado de los
resultados, concluimos gque no existian diferencias enantioselectivas en cuanto a la solubilidad de los

enantiémeros (p>0.05).

Como se puede observar en los resultados obtenidos con todos los tipos de CD estudiados se
aprecia unainfluencia de los polimeros hidrosolubles (HPMC y PVP) en la acomplgjacion de RBZ por
la CD, traduciéndose este hecho en un aumento de la solubilidad, respecto a aquellas muestras que no

contienen el polimeros. Este hecho coincide con |os resultados obtenidos por Aggarwal et al.**®

166 Aggarwal S, Singh PN, Mishra B. Studies on solubility and hypoglycemic activity of gliclazide beta-
cyclodextrin-hydroxypropylmethylcellulose complexes. Pharmazie 57(3), 191-193, (2002).
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5.2. ENSAYOS DE SOLUBILIDAD EN EL AUTOCLAVE
5.2.1. Diferentes proporciones de HPSCD

Continuando con los ensayos de solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ utilizaremos €l
método propuesto por Loftsson', para farmacos poco solubles en agua, por medio del cual
estudiamos la complejacion de los enantiémeros de rac-RBZ y la HP-B-CD en diferentes proporciones
(5, 10, 15, 20, 25%), tanto en agua desionizada (pH 5.8), como pH 1.2 que se considera Optimo para
favorecer la solubilizacién de RBZ, y a pH 9.0, que coincide con uno de sus pK,. Se prepararon las
soluciones de la manera convenientemente descrita en el apartado dedicado a los Materiales y
Métodos. Posteriormente los viaes fueron incluidos, convenientemente sellados en € autoclave, y se
procedi6 arealizar un ciclo durante 20 minutos a una temperatura de 120°C, y la presién registrada en
el barometro fue de 1 atmésfera. Una vez terminado el ciclo, las muestras se degjaron enfriar fuera del
autoclave, esperandose 1 hora'y 30 minutos, para su conveniente estabilizacién. Posteriormente, se

procedio afiltrar y diluir las muestras para su andlisis por HPLC.

5.2.1.1. Aguadesionizada (pH 5.8)

Los resultados obtenidos para las muestras preparadas en agua desionizada (pH 5.8) se

muestran a continuacion:

10,00 ~

9,00
—8— ()-RBZ
8,00 1 —a&— (+)-RBZ
7,00

6,00 -

mM

5,00 +
4,00 1
3,00 4
2,00 4

1,00 4

0,00

0% 5% 10% 15% 20% 25%

Figura 79. Diagrama de solubilidad de los enantiémeros de RBZ en presencia de HP-3-CD en agua
desionizada (pH 5.8) a 120 °C y 1 atmdsfera durante 20 minutos.

167 | oftsson, T., Mésson, M., Sigurjéndéttir, JF. Methods to enhance the complexation
efficiency of cyclodextrins. S.T.P.Pharm. Sci. 9(3), 237-242, (1999).
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Como se puede observar en la figura no se produce aumento lineal (p>0.05) en la solubilidad
de los enantibmeros de RBZ en este medio. Se observa un aumento significativo (p<0.05) en la
solubilidad de los enantiomeros cuando se adiciona al medio HPASCD 5%, sin embargo si se
incrementa la proporcién de HPACD en e medio no aumenta significativa y linealmente la
solubilidad, hasta que a una concentracion de 20% ésta comienza a disminuir. El perfil que adopta
serd tipo B, seguin Higuchi et al.’®®. A la vista de los resultados encontrados podremos decir que no se
encontraron diferencias enantioselectivas (p>0.05) para los enantiomeros de RBZ y el excipiente con
propiedades quirales utilizado, la HPACD.

5212 pH12
L os resultados obtenidos para la solubilidad de |os enantiomeros de rac-RBZ, tras un ciclo en

autoclave en medio &cido (pH 1.2) y en diferentes proporciones de HPBCD se muestran en la

figura 80.
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Figura 80. Diagrama de solubilidad de los enantiomeros de RBZ en presencia de HPSCD en agua
desionizada (pH 1.2) a 120 °C y 1 atmdsfera durante 20 minutos.

A la vista de los resultados obtenidos la solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ se ve
influida por diversos factores. Entre ellos, temperaturay tiempo de duracién del ciclo, pH del medio y
por la presencia de HPBCD. Este ultimo factor se puede observar claramente en la figura 82. La

solubilidad obtenida en ausencia de HPBCD, ofrece el mayor valor, produciéndose un ligero descenso

188 Higuchi, T., Connors, K.A. Phase solubility techniques. Adv. Anal. Chem. Instrum. 4, 117, 212, (1965).
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de la misma en las muestras que contienen 5 y 10%. Dicho descenso se hace evidente a partir de la
proporcion de 15% HPBCD. Se observa una influencia importante del pH del medio con la
temperatura de 120 °C, en la estabilidad de los enantiomeros de RBZ. La estabilidad de la molécula en

dichas condiciones ha sido previamente descrita en la bibliografia™®

para otro farmaco de lafamilia de
los benzimidazol carbamatos, el mebendazol. Sin embargo, en dicho estudio la HPBCD solo fue
estudiada en proporcion de 10%, observandose que en dicha proporcion, ésta incluso gercia un efecto
protector con respecto a otras condiciones estudiadas que no poseian la HPBCD (polimeros
hidrosolubles y acidos organicos). Dichas condiciones seran descritas para los enantiémeros de rac-

RBZ posteriormente.

Tabla 64. Pardmetros de los enantiomeros de RBZ determinados a partir de los diagramas de
solubilidad apH 1.2, en presencia de distintas proporciones de HPBCD, tras un ciclo en el autoclave a
120°Cy 1 atmosfera.

RBZ Seexp. (MM) | S graf. | Kc(M™) r P
(mM)

()-RBZ | 3157 26.77 -0.950 0.1

(+)-RBZ | 30.81 26.86 ---- -0.950 >0.1

A lavista de los resultados obtenidos podemos hablar de una no linealidad evidente en cuanto
a la solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ en cantidades crecientes de HPBCD. El perfil

obtenido no coincide con ninguno de los descritos por Higuchi et al.*™

La solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ se ve aumentada en presencia del medio &cido
y en ausencia de la HPBCD, debido a que se produce la ionizacién del farmaco a este pH, y por tanto

se favorece la solubilidad de la molécula ionizada.

169 Alvarez, C., Van Hees, T., Piel, G., Liégeois, J.-F., Delattre, L., Evrard, B. Preparation of mebendazole HP-
Beyclodextrin complexes using water-soluble polymers and organic acids. STP Pharm Sci.. 11 (6), 439-442,
(2001).

0 Higuchi, T., Connors, K.A. Phase solubility techniques. Adv. Anal. Chem. Instrum. 4, 117, 212, (1965)
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Se comparan de nuevo los resultados, con agquellos obtenidos por Calero'™ el cual estudia la
solubilidad de los enantidmeros de RBZ a pH 1.2, en presencia de distintas concentraciones de
HPBCD. Los resultados obtenidos ofrecian un ligero aumento lineal en la solubilidad de los
enantiomeros, clasificandose e diagrama obtenido de tipo A_ segiin Higuchi et al.*?. Sin embargo, a
una concentracion de 125 mM de la CD se observo un descenso en la solubilidad de ambos
enantiomeros. Se consider6 como probable la formacion de un complejo que comenzaria a precipitar
reduciéndose entonces la solubilidad. En nuestro caso, dicho descenso en la solubilidad de los
enantiomeros lo explicamos debido a efecto sinérgico negativo que produce en la estabilidad del
f&rmaco, la temperatura 'y tiempo de duracion del ciclo, el pH agresivo del medio y la presencia de la
HPBCD.

Asimismo, las constantes de formacion de los complejos de RBZ-HPBCD obtenidas a 37°C
fueron extremadamente pequefias, y por tanto, se considerd la interaccién entre el RBZ y la cavidad
hidr6foba de la HPBCD relativamente débil. En nuestro caso, ni siquiera pudieron calcularse, lo que
nos indica también unos complejos, si |os hubiese, de carécter muy débil, debiéndose de aprovechar la
solubilidad que provoca el medio &cido tan solo en las moléculas de caracter base débil. Siendo incluso
en este caso perjudicial €l uso de la HPBCD por no ofrecer ventaja alguna, incluso, la gran desventgja

de actuar como catalizador en la degradacion de RBZ.

No se encuentran diferencias enantioselectivas en la solubilidad de los enantiémeros de rac-

RBZ alo largo del estudio (p>0.05).

521.3.pH9.0

Los resultados obtenidos para la solubilidad de los enantiomeros de RBZ en dicho medio se

muestran a continuacioén en la figura 81.:

1 calero Montoya, J. Efecto de la utilizacion de ciclodextrinas en la solubilidad y estabilidad de aciclovir,
ketoprofeno, talidomida y ricobendazol. Tesis Doctoral. UCM, Marzo 2001.

2 Higuchi, T., Connors, K.A. Phase solubility techniques. Adv. Anal. Chem. Instrum. 4, 117, 212, (1965).
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Figura 81. Diagrama de solubilidad de los enantiémeros de RBZ en presencia de
HPBCD en agua desionizada (pH 9.0) a120 °Cy 1 atmosfera durante 20 minutos.

Como se puede observar a pH bésico, 9.0, la solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ
aumenta de manera lineal cuando se adiciona HPBCD a medio, hasta una concentracion de 10%, a
partir de lacual, y a igua que en el pH anteriormente estudiado (pH 1.2) disminuye bruscamente la
solubilidad. Se calcularon los pardmetros de los enantiomeros de RBZ, que se muestran en latabla 65.

Tabla 65. Pardmetros de los enantibmeros de RBZ determinados a partir de los diagramas de
solubilidad a pH 9.0, en presencia de distintas proporciones de HPBCD, tras un ciclo en el autoclave a
120°Cy 1 atmosfera.

RBZ S.exp. (MM) | S, graf. | Kc(M™) r p
(mM)

(--RBZ 0.75 3.62 -0.325 0.1

(+)-RBZ 0.65 3,67 -0.309 0.1

A lavista de los resultados obtenidos, podemos decir que el RBZ forma en general, complejos
poco estables con la HPBCD a pH 9.0. Sin embargo si calculamos la constante para tan solo las

concentraciones de 5% y 10% de HPBCD, los resultados son diferentes:
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Tabla 66. Parametros de los enantibmeros de RBZ determinados a partir de los diagramas de

solubilidad a pH 9.0, en presencia de distintas proporciones de HPBCD (5 y 10%), tras un ciclo en €l
autoclave a120°Cy 1 atmosfera.

RBZ S.exp. (MM) | S, graf. | Kc(M™) r p
(mM)

(-RBZ 0.75 0.85 1902.91 0.998 <0.05

(+)-RBZ 0.65 0.76 2531.54 0.998 <0.05

Como se puede observar en latabla 66, las constantes de formacion de los complejos pudieron
ser cél culadas para ambos enantiomeros dando unos resultados aceptables y dentro del rango 200-5000
M

Por tanto podemos decir que el aumento de solubilidad de |os enantiémeros de RBZ eslinea y
significativo (p<0.05) hasta una concentracion de 10% HPBCD en el que encontramos un descenso
gue serd debido a la formacion de complejos poco estables que precipitaran, también debido a la
sinergia entre la temperatura y la presion utilizadas junto con e pH del medio que provocaran la

17.
a3

hidrélisis de la molécula ™. Es decir, que en este caso y a igua que lo ocurrido apH 1.2, laHPBCD

serd catalizador en la degradacion de RBZ.

Los resultados aobtenidos pueden ser comparados, de nuevo, con aquellos obtenidos por
Calero'™, e cual estudio, las solubilidad de los enantiémeros de rac-RBZ a pH 9.0, en presencia de
distintas concentraciones de HPBCD. De sus resultados se deducia un incremento estadisticamente
significativo (p<0.05) de la solubilidad de los enantiomeros de RBZ cuando se aumenta la
concentracion de HPBCD, lo que demuestra que ambos enantidmeros son capaces de formar
complejos de inclusion con la citada CD, pero de estabilidad relativamente baja. Ademas, en base alos

resultados que obtuvo se pudo clasificar como tipo A,.

% Alvarez, C., Van Hees, T., Pid, G., Liégeois, J.-F., Delattre, L., Evrard, B. Preparation of mebendazole HP-
Bcyclodextrin complexes using water-soluble polymers and organic acids. STP Pharm. Sci.. 11 (6), 439-442,
(2001).

174 Calero, J. Efecto de la utilizacion de ciclodextrinas en la solubilidad y estabilidad de aciclovir, ketoprofeno,
talidomiday ricobendazol. Tesis Doctoral. UCM, Marzo 2001.
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En nuestras condiciones de trabgjo, lainclusion de laHPBCD es positiva hasta un porcentaje
de 10%, a partir de cual ésta gjercera un efecto negativo sobre la estabilidad de los enantiomeros de
rac-RBZ, este efecto negativo se vera a su vez incrementado por la accion conjunta del pH del medio,

y latemperaturay la presion.

5.2.2. Diferentes propor ciones de polimeros hidrosolubles y &cidos organicos (50 mM)

Se realizaron diferentes combinaciones utilizando los polimeros hidrosolubles (HPMC 'y PV P)
a distintas proporciones, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 y 0.25%, en presencia de la HPBCD 10%. Los
porcentajes que fueron previamente descritos y utilizados en nuestro estudio estéan dentro del rango
descrito por Loftsson et a.'” como adecuado para redizar la complejacion de los farmacos por las
CD. Se selecciond la HPBCD vy la proporcion de 10 % a afadir a medio, teniendo en cuenta los

resultados obtenidos previamente en el bafio de agitacién a 37°C.

5.2.2.1. HPMC y Acido Citrico (50mM)

Las muestras que se utilizaron en este estudio estdn descritas adecuadamente en el espacio
correspondiente a los Materiales y Métodos utilizados. Los resultados obtenidos se muestran en la

figura 84 descrita a continuacion:

75 | oftsson, T. Increasing the cyclodextrin complexation of drugs and drug bioavailability though addition of
water-soluble polymers. Pharmazie, 53 (11), 733-740, (1998)
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Figura 82. Solubilidad de los enantiémeros de RBZ en presencia de HPBCD 10%,
distintas proporciones de HPMC y &cido citrico (50 mM)

Como se puede observar en la figura 82, la solubilidad de los enantiémeros de RBZ se ve
aumentada (p<0.05) en las muestras que poseen la HPBCD 10% (R.A.2), respecto a aquellaen

que ésta no se encuentra presente (R.A.1).

Respecto a la influencia en la complejacion de RBZ por la HPBCD egercida por la HPMC,
podemos decir que dicho polimero hidrosoluble gerce una influencia positiva en todos |os casos pero
mayor en aguella muestra que contiene e porcentgje de 0.15%. (R.A.5). La solubilidad de los
enantiomeros de RBZ se ve aumentada de una forma significativa (p<0.05) con respecto a agquellos

andlisis realizados en el bafio de agitacion a 37°C.

Podemos decir también que la adicion del acido citrico (50mM) no provoca un efecto
sinérgico con la HPMC y la HPACD 10% en cuanto al aumento de la solubilidad de
los enantidémeros de RBZ. Se observo, a su vez, que la acidificacion del medio en este
caso, Yy que anteriormente ha sido de caracter positivo para la ionizacion de la
molécula con caracteristicas de base débil, no provoco dicho efecto ionizante en los
enantiomeros de RBZ, y por tanto no se observa un aumento en la solubilidad con

respecto a las muestras que poseen la HPSCD 10% vy las distintas proporciones de
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HPMC. Tan solo se observa dicho efecto en la muestra que posee 0.25% de HPMC
(RA.7), cuya solubilidad aumenta cuando se adiciona 50 mM de &cido citrico
(R.A.12). Este hecho sera debido a una proteccion de la HPACD 10% en presencia de
un alto porcentaje de HPMC (0.25%) que actla como agente potenciador de la

formacion y consolidacién de los complgjos formados.

Pero dicha solubilidad total no supera a la obtenida tras la adicién a medio de 0.15% HPMC
en presenciade laHPBCD 10% y en ausenciadel &cido citrico (50 mM) (R.A.5).

En todas las muestras que poseen € acido citrico (50 mM) se observé una degradacion de los
enantiémeros de RBZ (R.A.8, R.A.9, RA.10, RA.12y R.A.12). Dicha degradacion fue del orden de
25% en todos los casos estudiados que contienen dicho &cido citrico (50 mM). Dicha degradacién es
debida al efecto hidrolitico que posee sobre los enantiomeros de RBZ, e medio &cido a una

temperaturay presion forzada por € ciclo en € autoclave.

Resultados similares, en cuanto ala aparicion de degradacion de la moléculatras € ciclo en €
autoclave, fueron obtenidos por Alvarez et al.'® para otro farmaco poco soluble perteneciente a la
familia de los carbamatos bencimidazoélicos, € mebendazol. En dicho estudio se estudio la influencia
de los polimeros organicos (HPMC y PVP) y los acidos organicos (&cido citrico y acido tartérico) a
concentracion de 50 mM en la complejacion del farmaco con la HPBCD 10% tras realizar un ciclo en
el autoclave a 120°C durante 20 minutos a 1 atmdésfera de presion. Los resultados obtenidos ofrecen
una degradacion por hidrélisis del grupo carbamato de la molécula de mebendazol cuando se trabaja a
presiones y temperaturas forzadas. Debido a que nuestra molécula pertenece a la misma familia que €
mebendazol, concluimos que e producto de degradacidn correspondera a la hidrdlisis en medio &cido
(provocado por el acido organico) del grupo carbamato en presencia de condiciones de presion y

temperatura forzadas.

176 Alvarez, C., Van Hees, T., Piel, G., Liégeois, J.-F., Delattre, L., Evrard, B. Preparation of mebendazole HP-
Beyclodextrin complexes using water-soluble polymers and organic acids. STP Pharm. Sci., 11 (6), 439-442,
(2001).
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A pesar de la degradacién encontrada, podemos decir gue los mejores resultados se obtuvieron

cuando se adiciona al medio e &cido citrico (50 mM) junto a las proporciones 0.25% de HPMC
(R.A.12) y 0.15% de HPMC (R.A.10) en presenciade laHPBCD 10%.

No se aobservaron diferencias enantioselectivas (p>0.05) en cuanto a la solubilidad y a la

estabilidad de los enantiomeros de RBZ en ninguno de |os casos estudiados.

6.2.2.2. HPMC y Acido Tartérico (50mM)

Se estudio la influencia de la solubilidad de los enantidmeros de RBZ en presencia de

diferentes proporciones de HPMC, y a su vez en presencia de otro &cido organico, €l acido tartarico

(50 mM). Las muestras gque se prepararon son adecuadamente presentadas en el apartado de Materiales

y Métodos. L os resultados obtenidos se presentan en le figura 83, a continuacion:
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Figura 83. Solubilidad de los enantibmeros de RBZ en presencia de HPBCD 10%,
distintas proporciones de HPMC y &cido tartérico (50 mM).

En este caso la presencia del acido tartarico (50 mM) en combinacion con las
distintas proporciones de HPMC provocara una disminucion en la solubilidad de los
enantiomeros de RBZ con respecto a aquellas muestras que contienen sélo la HPMC.
Pero en este caso se observaré que la degradacion provocada por la sinergia entre la
temperatura y la presencia del medio acido provocado por el acido tartarico es menor

(aproximadamente un 20%) en todos los casos y en todas las proporciones de HPMC
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adicionada al medio que aquella obtenido anteriormente con la presencia de acido

citrico (50 mM). (Ver descripcion de la degradacién en el apartado 6.2.2.1.)

Nuevamente en este caso observaremos la influencia positiva en la solubilidad de los
enantiomeros de RBZ en la muestra de HPMC 0.25% que contiene el &cido tartarico
(50 mM) (RA.17) con respecto a la muestra que contenia tan sdlo la HPMC 0.25%
(RA.7) en presencia de la HPSCD 10%. Pero en ninguno de los casos la solubilidad
obtenida para los enantiomeros de RBZ seré superior a aquella obtenida en ausencia

de &cidos organicosy en presencia de la HPMC 0.15% (R.A.5).

Tampoco en este caso se observaron diferencias enantioselectivas (p>0.05) entre la

solubilidad de los enantidmeros de RBZ.

5.2.2.3. PVPy Acido Citrico (50mM)
Las muestras utilizadas en este apartado son descritas en el apartado de Materiales y Métodos.

L os resultados obtenidos se muestran a continuacion:
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Figura 84. Solubilidad de los enantibmeros de RBZ en presencia de HPBCD 10%,
distintas proporciones de PVP'y &cido citrico (50 mM).
Como se puede observar en la figura 84 la solubilidad de |os enantiémeros de RBZ en

presencia de la HPACD 10% (R.A.2) aumenta significativamente (p<0.05) respecto a

las muestras que no la contienen (RA.1).
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Por otro lado, la adicion al medio de las diferentes de proporciones de PVP,
provocara a su vez un mayor aumento en la solubilidad de los enantiémeros de RBZ,
sobre todo en la proporcion de 0.10% PVP (R.A.19), y en menor proporcion en
aquella a la que se le adicion6 un 0.25% PVP (RA.22). Los resultados obtenidos con
el uso de la PVP daran resultados de solubilidad menores que los obtenidos

anteriormente con la HPMC.

La adicion de é&cido citrico (50mM) no provocara un aumento de solubilidad
significativo (p>0.05) en ninguno de los casos estudiados. Tan solo en la proporcion
de PVP 0.25% se observa un ligero aumento en la solubilidad de los enantioémeros de
RBZ trasla adicién del acido citrico (50 mM).

En todos los casos estudiados en presencia de acido citrico (50 mM) se observa la
aparicion de picos de degradacion correspondientes a la degradacion de ambos
enantiomeros. (Ver apartado 6.2.2.1.) Dichas degradaciones ocurridas en el medio
acido, sugieren la hidrélisis de la molécula en el medio &cido formado debido a la
temperatura del autoclave. Dicha degradacion fue en todos los casos del orden del
45% excepto en la muestra que contiene 0.25% donde la degradacion se ve limitada a
un 30%. Este hecho sera debido a una proteccion de la HPSCD 10% en presencia de
un alto porcentaje de PVP (0.25%) que actla como agente potenciador de la
formacion y manutencion de los complejos formados.

No se encontraron diferencias enantioselectivas (p>0.05) en la solubilidad y estabilidad de los

enantiéomeros de RBZ.

5.2.2.4. PVPy Acido Tartérico (50mM)

Las muestras preparadas se encuentran descritas en el apartado de Materiales y Métodos. Los

resultados obtenidos se muestran a continuaci on;
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Figura 85. Solubilidad de los enantiomeros de RBZ en presencia de HPBCD 10%, y
distintas proporciones de PVPy &cido tartérico (50 mM).

Como se puede observar en la figura 85 la solubilidad de los enantiomeros de RBZ en
este caso posee un comportamiento similar a aquel obtenido utilizando como acido
organico adicionado al medio el acido citrico. A su vez los resultados de solubilidad
total seran menores en este caso que cuando se utiliz6 la HPMC como polimero

hidrosoluble.

No se observa un aumento significativo (p>0.05) en e aumento de solubilidad en
ninguin caso tras la adicion a los medios con las diferentes proporciones de PVP y la
HPACD 10%. Tan sélo en la muestra que posee 0.25% PVP en presencia de acido
tartarico (50 mM) y HPACD 10% se observé una mayor solubilidad que en su

analogo gue no contiene € 4cido tartéarico.

Al igual que en € estudio descrito en e apartado anterior aparecen picos de
degradacion correspondientes a los productos de degradaci on de ambos enantiémeros
(Ver apartado 6.2.2.1). Las proporciones degradadas en las diferentes muestras seran

al igual que en las muestras con acido citrico (50 mM) de aproximadamente 45%
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para todas las muestras excepto para aquella que contiene 0.25% PVP. De nuevo
podremos explicar este hecho, debido a una proteccion de la HPACD 10% en
presencia de un alto porcentaje de PVP (0.25%) que actia como agente potenciador

de la formacién y estabilizador de |os complejos formados.

En ninguno de los casos anteriormente observados encontramos diferencias
enantioselectivas (p>0.05) en cuanto a la solubilidad y estabilidad de los

enantiomer os de RBZ.
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6. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA INTERNA DE LAS DISTINTAS FORMAS DE
TALIDOMIDA

6.1. PUNTO DE FUSION.
Se determind e punto de fusion de rac-TH, R(+)-TH y S(-)-TH siguiendo los métodos
descritos en el apartado Material y Métodos (Sistema de tipo B-450 y andlisis térmico diferencial).

En la tabla 67 se recogen los valores de punto de fusion obtenidos por el sistema de

determinacion del punto de fusion tipo capilar (B-450) para las muestras ensayadas.

Tabla67. Puntos de fusion de las distintas formas de TH.

Muestra | °C
Rac-TH 270
R(+)-TH 255
S(-)-TH 258

El comportamiento térmico de las distintas formas de TH fue también observado, por la
técnica de andlisis térmico diferencial. A continuacion en la figura 86 se muestran los resultados
obtenidos por medio de ésta técnica para las distintas formas de de TH.

Como se puede observar por ambos métodos, los enantiomeros R(+)-TH y S(-)-TH, poseen
menores puntos de fusion que su forma racémica. Los resultados se pueden observar en la tabla 67,
mostrada anteriormente, y por medio del diagrama DSC, e cua muestra que tanto para los
enantiomeros como para la forma racémica aparece un Unico pico endotérmico, siendo el
correspondiente a la muestra de rac-TH el que aparece més desplazado a la derecha, debido a mayor

punto de fusion que posee.

(A)
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Figura 86. Diagramas DSC obtenidas para rac-TH (A), R(+)-TH (B), §-)-TH (C)
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6.2. CRISTALINIDAD
Las muestras analizadas para observar la cristalinidad de los productos seran las mismas que
en el apartado anterior (rac-TH, R(+)-TH, S(-)-TH).

En lafigura 87 se muestra el difractograma obtenido para las distintas muestras analizadas con
el sistema Philips X Pert-MPD (CAl, Difraccién Rayos X, UCM).

AU

/ )N /| A A
~ S oA Al S oo~

0 e e e e e e e A S e N A e A e

°2Theta

Figura 87. Difractograma de las diferentes muestras de TH: R(+)-TH (A), S(-)-TH (B), rac-TH (C).

Como se puede observar €l perfil cristalino obtenido para € enantidmero R(+)-TH (A) es
similar al obtenido para S(-)-TH (C), y ambos, a su vez, diferentes al perfil obtenido parala muestra de
rac-TH (B). Este hecho parece |6gico, con respecto a los puntos de fusion que se obtuvieron , siendo
muy similares para los enantiomeros, o que nos lleva a pensar en que éstos poseen una similitud en

su estructura cristaling, que se ve evidenciado por los datos de la figura 87. Sin embargo, la muestra de
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rac-TH cuyo punto de fusiéon es mayor que para los enantiomeros, es indicativo de una mayor

cristalinidad en su estructura.

Como ya se dijo tras el estudio morfoldgico realizado para € rac-KP y sus enantiomeros,
resultados similares han sido hallados en la bibliografia para diferentes farmacos quirales y resumidos

177

por Li y Grant™"’. Para la mayoria de las moléculas estudiadas, |os cristales racémicos poseen mayor

densidad y por tanto cristalinidad que sus correspondientes enantiémeros puros.

También se reaizd un estudio morfoldgico de los cristales de R(+)-TH (figura 88), S(-)-TH
(figura 89) y rac-TH (figura 90) a través de microscopia diferencial de barrido. Las fotografias

realizadas se muestran a continuacion.

r Bopm. 1

Figura 88. Cristalesde R(+).TH puro, (x 1000).

Y71, 2.3, Grant, D.JW. relationship between physical properties and crystal structure of chiral drugs. J. Pharm.
Sci., 86 (10), 1073-1078, (1997).
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Como se puede observar en la figura 88, los cristales de R(+)-TH poseen una estructura

cristalinauniformey de similar tamafio entre unosy otros. Laforma de los cristales es de tipo acicular.

A continuacion se muestra lafoto obtenida, tras € andlisis de la muestra, S(-)-TH.

r BOpm 1

Figura 89. Cristales de S(-)-TH puro, (x 1000).

Como se puede observar en la figura 89, los cristales del enantiomero puro S(-)-TH son muy
similares, tanto en tamafio, como en forma a los del enantiomero R(+)-TH (figura 90). Este hecho es
I6gico, ya que los resultados obtenidos y mostrados previamente, tanto para el punto de fusion como
para el estudio cristalogréfico mostraban una similitud que se hace evidente a observar directamente
los cristales correspondientes a ambos enantiémeros.
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A continuacion en lafigura 93, se pueden observar los cristales de la muestrarac-TH.

I 200pm 1

Figura 90. Cristalesderac-TH, (x 250).

Como se puede observar en la figura 90, los cristales de rac-TH son muy distintos a los
enantiomeros de la TH. Tanto en tamafio, como en forma. El tamafio es irregular, encontrando un
amplio espectro de tipos de cristales, que van desde un tamafio muy peguefio a aquellos otros de
tamafio grande. En la forma también encontraremos una irregularidad siendo éstos de diferentes
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formas, predominando la forma prismética en muchos de ellos. Estos resultados son consecuentes con
los obtenidos en los estudios del punto de fusion y de su cristalografia, ya que los cristales de laforma

rac-TH poseen una estructura diferente ala de los enantiémeros puros.
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7. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE LASDISTINTAS FORMAS DE TALIDOMIDA

Para los distintos estudios de solubilidad se utilizaron las diferentes muestras preparadas y
descritas en el apartado de Materiales y Métodos, tanto en el bafio de agitacién a 37°C asi como tras un

ciclo de autoclave a 120°C durante 20 minutosy presion de 1 atmosfera

Las diferentes formas de TH que se fueron objeto de estudio son las siguientes: rac-TH, R(+)-
TH y S(-)-TH. (No tuvimos disponible sufiente cantidad de enantiémeros puros de la TH suficiente,

para preparar las mezclas fisicas (MF) en proporcion 1:1)

Con las muestras preparadas se observé la correlacion entre la solubilidad obtenida y los

resultados obtenidos anteriormente en las pruebas de determinacion de punto de fusion y cristalinidad.

También se observo el aumento de la solubilidad de |as distintas formas de TH, poco solubles
en agua, cuando éstas se incluyen en soluciones que contengan diferentes pH’s asi como la HPBCD,
con 0 sin polimeros hidrosolubles (HPMC o PVP), excipientes que como ya se ha comentado
anteriormente ayudan a facilitar la formacion de los complegjos, por tanto ayuda a aumentar la
solubilidad. Para facilitar 1a solubilidad de TH, en determinados estudios, se afiadio un acidificante del

pH del medio, el acido citrico o el acido tartérico.

7.1. BANO DE AGITACION A 37°C

Se determind la solubilidad de las distintas formas de TH (rac-TH, R(+) y S(-)-TH puros), a
distintos pH’s, asi como a distintas concentraciones de HPBCD, CD que como ya hemos indicado
posee una alta solubilidad en agua, y ademas se tuvo en cuenta la presencia de carbonos asimétricos en
su estructura, que le otorga propiedades quirales. De esta manera se observé también la posible

interaccion entre farmaco-excipiente, y las posible enantioselectividad que se derive de ella.

7.1.1. Distintos pH’s.

Los primeros ensayos realizados corresponden a la determinacion de la solubilidad de las

distintas formas de TH a diferentes pH’s, |os resultados obtenidos se muestran en la tabla 68:
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Tabla 68. Cs (mM) del enantiémero R(+)-TH en las distintas formas de TH estudiadas a distintos pH
(n=3).

pH R(+)-TH Rac| §-)-TH Rac | R(+)-TH S-)-TH +
+SD #+3D +SD D

11.0 0.08 £ 0.00200 | 0.08+0.00060 | 0.13+0.016 | 0.15+0.012

9.0 0.09 + 0.00900 | 0.09 + 0.00200 | ----

7.0 0.10+ 0.00700 | 0.09 + 0.00040 | 0.45+0.010 | 0.52+0.023

6.5 0.11+0.00500 | 0.10 + 0.00060 | ----

Aguades(5.8) | 0.28+0.00012 | 0.27 + 0.00500 | 0.48+ 0.020 | 0.47 + 0.054

55 0.27 £ 0.00020 | 0.27 +0.00010 | ----

4.5 0.28+ 0.00070 | 0.28+0.00100 | 0.59+0.012 | 0.54+0.012

35 0.31+0.00200 | 0.33+0.00030 | ----

2.0 0.35+0.00100 | 0.36 + 0.00600 | ----

12 0.42+0.00400 | 0.39+0.00100 | 0.63+0.021 | 0.61+0.010

A la vigsta de los resultados, observamos un comportamiento en el aumento de solubilidad
relacionado directamente con el pH del medio. Este hecho es l6gico, dado que la TH es una molécula
gue posee caracteristicas basicas, por tanto, el pH é&cido favorece su solubilizacion, debido a que

provoca que lamolécula se ionice, y por tanto aumente su solubilidad.

Se observé, ademas, que el aumento de solubilidad esta relacionado directamente también con
laformade TH. Como se puede observar, los enantiémeros que proceden de la forma rac-TH poseen
una menor solubilidad, que la obtenida cuando son los enantiémeros puros, tanto R(+) como S(-)-TH
los estudiados. Este hecho concuerda a su vez con | os estudios realizados anteriormente, tanto de punto
de fusiéon, como de morfologia. El punto de fusién obtenido para los enantiémeros puros de TH, y las
caracteristicas cristalograficas similares que existen entre ambos, concuerdan con los resultados de

solubilidad mayores mencionados y observados en la tabla 59.
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Por otro lado, los resultados correspondientes a los enantiomeros que provienen de la forma
rac-TH, concuerdan a su vez con el mayor punto de fusion obtenido, y las propiedades cristalogréficas
mas acusadas, y de ahi lamenor solubilidad obtenida en todos los casos.
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& 02
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Figura 91. Enantiémeros de la muestra rac-TH.

Como se puede observar en lafigura 91 para la muestra de rac-KP, no se observan diferencias
entre ambos enantiomeros en ninguno de los pH estudiados
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Figura 92. Enantiémeros puros R(+)-THY §(-)-TH.
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Ambos enantiomeros puros poseen una mayor solubilidad que los obtenidos en el caso
anterior, pertenecientes a la muestra de rac-TH, sobre todo a los pH més favorables, pero no existen

diferencias significativas (p>0.01) en cuanto ala solubilidad de cada uno de los enantiomeros.

7.1.2. Distintas propor ciones de HPCD

Las muestras que son objeto de estudio en este apartado estdn adecuadamente descritas en el
correspondiente apartado de Materiales y Métodos. Se realizo el ensayo con € fin de determinar la
solubilidad de los enantiémeros de TH en presencia de la HPBCD a distintas proporciones en agua
desionizada, y una cantidad en exceso de rac-TH, R(+)-TH o $(-)-TH Los tubos se mantuvieron en €l

bafio de agitacion a 37°C durante dos dias. Las muestras fueron realizadas por triplicado.

Lafigura 93 muestra el diagrama de solubilidad obtenido paralos enantiomeros de TH en agua
desionizada:

1,8 1

Rac-R(+)
——Rac-S(-)

Cs (mM)

0 5 10 15 20 25 30
%HPBCD

Figura 93. Diagrama de solubilidad de los enantiémeros de las muestras de rac-TH en presencia de
HPACD en agua desionizada a 37°C.
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Como se puede observar en la figura 93, la solubilidad de los enantimeros aumenta
linealmente cuando se incrementa la concentracion de HPBCD adicionada a medio. El diagrama de
solubilidad en estas condiciones experimentales es de tipo A,. Este comportamiento es complejo
siendo caracteristico de los complgjos con estequiometria 1:1. Las constantes de formacion del
complegjo (Kc) de los enantiomeros de la forma rac-TH con la HPBCD en agua desionizada fueron
calculadas a partir de la pendiente y del intercepto S, de la porcion lineal del diagrama de solubilidad
se muestran en latabla 69.

Tabla 69. Parametros determinados a partir del diagrama de solubilidad de |os enantiémeros puros de
laTH en presencia de laHPBCD en agua desionizada.

Famaco | S, experim|S, gréfico | Kc(M™) r P
(mM) (mM)

R(+)-TH | 0.28 0.37 1875 0926 | <0.05

S(-)-TH 0.27 0.36 200.5 0.930 <0.05

En latabla 60 se observa que existe unarelacién directa (r) entre el aumento de la solubilidad
de la solubilidad de los enantiomeros de TH y € incremento en la concentracion de la HPBCD. El
vaor de la Kc para ambos enantiomeros de la forma rac-TH es de aproximadamente 200 M™, se
consideran como adecuados para que mejoren sus propiedades de biodisponibilidad de este farmaco ya
que se encuentran dentro del rango de 200-5000 M™, dicho rango es considerado por varios autores
como adecuado para la meora de la biodisponibilidad de farmacos escasamente solubles'’®. Se
produce la formacion de sistemas estables, en los que se mantiene un adecuado equilibrio entre las
moléculas libres de cada enantiémero y las que estén incluidas en la cavidad de laHPBCD".

A continuacion, en la figura 94, observamos la solubilidad de los enantiémeros puros de TH,
en combinacién con laHPBCD en distintas proporciones.

78 Blanco, J.L., Vila-Jato, J., Otero, F., Anguiano, S. Drug Dev. Ind. Pharm. 17, 943, (1991).
1 yekama, K., Otagiri, M. Critical review in therapeutic carrier system. Cyclodextrinsin drug carrier system. 1-
40, (1987).
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Figura 94. Diagrama de solubilidad de los enantiomero puros de TH en presencia de HPACD en agua
desionizada a 37°C.

Al igual que en e caso anterior, la solubilidad de los enantiomeros puros de TH en el medio
gue posee distintas proporciones de HPBCD, muestran aumento lineal y proporcional hasta una
concentracion de 20%.

Latabla 70 muestra las constantes de estabilidad de |os enantiémeros puros la TH:

Tabla 70. Pardmetros determinados a partir del diagrama de solubilidad de los enantiomeros de la rac-
TH en presenciade la HPBCD en agua desionizada.

Famaco | S, experim|S, gréfico | Kc(M™) r P
(mM) (mM)

R(+)-TH | 0.48 0.70 1206.2 0971 | <0.05

R(-)-TH 0.47 0.68 1320.7 0.982 <0.05

A la vista de los resultados obtenidos en la tabla 61 podemos decir que a igual que para la
muestra racémica, se produce un aumento lineal de la solubilidad para ambos enantiémeros. Por otro
lado, los valores de las constantes de formacion de los complejos se encuentran dentro del rango 200-
5000 M™* considerado como apto para la mejora de | a biodisponibilidad en farmacos poco solubles.
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Estos resultados obtenidos que demuestran un aumento en la solubilidad de la TH con la
HPBCD estén en consonancia con aguellos resultados obtenidos por Krenn et al.*®

7.2. ENSAYOS DE SOLUBILIDAD EN EL AUTOCLAVE

7.2.1. Diferentes proporciones de HPSCD

Continuando con los ensayos de solubilidad de los enantiomeros de rac-TH, utilizaremos €l
método descrito por Loftsson et al.*®!, para farmacos poco solubles en agua, por medio del cual se tratd
de aumentar la complejacion del TH y la HPBCD en diferentes proporciones (5, 10, 15, 20, 25%), en
agua desionizada (pH 5.8). Preparamos las soluciones de la manera descrita en el apartado de
Materiales y Métodos. Posteriormente los viales se incluyen convenientemente sellados en €
autoclave, y procedié aredlizar un ciclo durante 20 minutos, a una temperatura de 120 °C, y presién
registradaen € barémetro de 1 atmésfera.

Una vez autoclavadas las muestras, las dejamos enfriar fuera del autoclave y se esper6 1 hora
y 30 minutos, para su conveniente estabilizacion. Posteriormente se procedié a filtrar y diluir las
muestras para su andlisis por HPLC.

A continuacién, en la figura 95 se muestra los diagramas de solubilidad obtenidos para la
muestra que contiene rac-TH y las diferentes proporciones de HPBCD:

180 K renn, M., Gamesik, M.P., Vogelsang, G.B., Colvin, O.M., Leong, K.W. Improvements in solubility and
stability of thalidomide upon complexation with hidroxypropyl-beta-cyclodextrin. J. Pharm. Sci. 81(7), 685-689,
(1992).

181 | oftsson, T., Mésson, M., Sigurjondéttir, JF. Methods to enhance the complexation efficiency of
cyclodextrins. S.T.P.Pharm. Sci. 9(3), 237-242, (1999).
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Figura 95. Diagrama de solubilidad de los enantiémeros de la muestra de rac-TH en presencia de
HPACD en agua desionizada , tras un ciclo en €l autoclave, a 120°C durante 20 minutos.

Como se puede observar en la figura 95, los enantiomeros de TH que provienen de la forma
rac-TH, aumentan su solubilidad de forma lineal, hasta una proporcion de 10% de HPBCD, a partir de
la cua la solubilidad de los enantiomeros se mantiene sin cambios. De nuevo, y a partir de la
proporcién de 25% de HPBCD, la solubilidad de nuevo se ve aumentada.

Podemos observar también, lainfluencia del proceso de autoclavado en la complejacion de los
enantiomeros de rac-TH por la HPBCD. Tras dicho proceso, la solubilidad aumenta con respecto alos
resultados obtenidos tras el bafio en agitacion a 37°C de manera significativa (p<0.01) del ordende 3 0
4 veces.

Latabla 62 muestra las constantes de estabilidad de |os enantiémeros puros la TH:

Tabla 71. Pardmetros determinados a partir del diagrama de solubilidad de los enantiomeros de la rac-
TH en presencia de la HPBCD en agua desionizada.

Famaco |S, experim|S, gréfico | Kc(M™) r p
(mM) (mM)

R(+)-TH |0.28 11 647 0.892 <0.05

R(-)-TH |0.31 11 609 0.916 <0.05

A lavista de los vaores obtenidos para los distintos parametros calculados y mostrados en la
tabla 62, podemos decir que se observa una cierta linealidad entre el aumento de la solubilidad de los
enantiémeros de rac-TH y la cantidad de HPBCD adicionadas al medio. Por otro lado las constantes de
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formacion del complegjo, nos dan unos valores de 647 y 609 M™, para R(+) y S(-).TH respectivamente
que se encuentran dentro del rango 200-5000 M ™ propuesto por Blanco et al*®.

7.2.2. Diferentes propor ciones de polimeros hidrosolubles y acidos organicos (50 mM)

Se realizaron diferentes combinaciones utilizando |os polimeros hidrosolubles (HPMC y PVP),
en la proporcion de 0.25%, en presencia de la HPBCD 10%. Los porcentajes que fueron previamente
descritos y utilizados en nuestro estudio estan dentro del rango descrito por Loftsson et al.'™®* como
adecuado para redlizar la complejacion de los farmacos por las CD. Se seleccion6 la HPBCD vy la
proporcion de 10 % a afiadir al medio, teniendo en cuenta los resultados obtenidos previamente en el

autoclave y descritos en el apartado anterior

Las muestras preparadas estan convenientemente descritas e indicadas en € apartado de

Materieles y Métodos. En todo momento se trabaj6, tan sdlo, con laformarac-TH.

L os resultados obtenidos se muestran en la figura 96, mostrada a continuacion:

é 1 B Rac-R(+)
8 4 ORac-S(-)

AT

TH1 TH2 TH3 TH4 TH7 TH8 TH9 TH10

Figura 96. mM de los enantiémeros de rac-TH solubilizados en presencia de HPMC o PVP, acido

citrico (50 mM) o &cido tartarico (50 mM) en presencia o ausencia de HPACD 10%.

182 Blanco, J.L., Vila-Jato, J., Otero, F., Anguiano, S. Drug Dev. Ind. Pharm. 17, 943, (1991).
183 | oftsson, T. Increasing the cyclodextrin complexation of drugs and drug bioavailability though addition of
water-soluble polymers. Pharmazie, 53 (11), 733-740, (1998)
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A la vista de los resultados obtenidos tras el ciclo en e autoclave con las distintas
combinaciones de los polimeros y/ o los &cidos organicos, la solubilidad de los enantiémeros de la
forma rac-TH aumenta cuando los polimeros hidrosolubles, tanto HPMC como PV P son adicionados
al medio (muestras TH3 y TH4), con respecto a la muestra que tan slo contiene la 10% HPBCD
(TH.2).

Por otro lado, la adicion a medio de los &cidos organicos, € &cido citrico (TH5) o €l &cido
tartarico (TH6), no provocaron un aumento en la solubilidad de los enantiémeros. La adicion de éstos
a medio, deberia provocar, en principio, una acidificacion del medio, y por tanto una ionizacion en la
molécula de TH, que posee caracteristicas basicas, y por tanto un aumento de solubilidad. Sin embargo
los resultados difieren de lo esperado, debido posiblemente a la sinergia entre la temperatura del ciclo

en el autoclavey laacidificacion en el medio, que provocan una degradacion en lamoléculade TH.

La combinacion de los polimeros y los &cidos, esta asimismo incluida en esta figura, alavista
de los resultados obtenidos, se puede decir que la combinacion de los polimerosy los &cidos (HPMC y
acido citrico (TH.7), HPMC y &cido tartérico (TH.9), PVPy &cido citrico (TH8), PVPy acido tartérico
(TH.10)), en principio no favorece el aumento en la solubilidad de los enantiomeros de rac-TH,
respecto a los resultados obtenidos para las muestras que tan solo contienen a los polimeros. Sin
embargo, si observamos que la HPMC (TH7 y TH9), protege de la degradacién provocada por los
acidos organicos, y no la PVP (TH8 y TH10). Esta proteccion se observd también en el estudio de
investigacion realizado por Calero™ y en la trabajo realizado por Krenn et a.** e cual destaca la
aparicién de una mayor estabilidad en la molécula de TH en aquellas muestras que han sido incluidas
en soluciones que contenian laHPBCD.

No se encuentra en ningin caso estudiado diferencias significativas (p>0.05), en cuanto a

solubilidad enantioselectiva, entre los enantiomeros dela TH.

184 Calero Montoya, J. Efecto de la utilizacion de ciclodextrinas en la solubilidad y estabilidad de aciclovir,
ketoprofeno, ricobendazol y talidomida. Tesis Doctoral. U.C.M. Marzo 2001.

185 K renn, M., Gamcsik, M.P., Vogelsang, G.B., Colvin, O.M., Leong, K.W. Improvements in solubility and
stability of thalidomide upon complexation with hidroxypropyl-beta-cyclodextrin. J. Pharm. Sci. 81(7), 685-689,
(1992).
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8. MATRICES HIDROFILAS DE KETOPROFENO, RICOBENDAZOL Y
TALIDOMIDA.

Dentro de |os sistemas monoliticos de cesién sostenida para administracion oral se encuentran
los comprimidos matriciales y dentro de los polimeros que se pueden utilizar para formular
estos comprimidos se encuentran las hidroxipropilmetilcelulosas (HPMC) que debido a su
caracter quiral pueden dar lugar a interacciones en la solubilizacion de farmacos racémicos, lo
gue es objeto de estudio en este apartado.

Las formulaciones que son estudiadas en este apartado estan compuestas por un farmaco con
caracteristicas quirales, KP, RBZ o TH, y un excipiente quiral (HPMC 15). Las posibles
interacciones aparecidas entre cada uno de los enantiomeros y la HPMC 15 fueron estudiadas,
para observar la posible aparicion de compuestos diasteroisdbmeros que pueden diferir en su
estabilidad, solubilidad y velocidad de liberacion. Esto ha sido estudiado de manera extensa
encontrandose numerosas citas bibliogréficas'® 8188189190 gendo las formas farmacéuticas
de liberacion controlada de las que se tiene mayor informacion. Esto es debido a que la posible
existencia de diferencias en € porcentagje de disolucién de los enantiémeros del farmaco para
formulaciones convencionales no tendra relevancia clinica, a diferencia de las formulaciones
de liberacion sostenida, en las que la formacién de diastereoisdmeros entre e farmaco y €l
excipiente puede dar lugar a diferencias significativas en los porcentgjes de disolucion que

originen una diferente velocidad de absorcion. Sin embargo, debemos decir que las

18 Alvarez, C., Torrado, J.J., Cadérniga, R. Stereoselective drug release from ketoprofen and ricobendazole
matrix tablets. Chirality, 11, 611-615, (1999).

87 3olinis, M.A., de la Cruz, Y., Herndndez, R.M., Gascon, A.R., Calvo, B., Pedraz, JL. Release of ketoprofen
enantiomers from HPMC K100M matrices-difussion studies. Int. J. Pharm. (in press).

188 Aubry, A.F., Wainer, |.W. Anin vitro study of the stereosel ective dissolution of (rac)-verapamil from two
sustained release formulations. Chirality, 5:84-90, (1993).

189 Janjikhel, R.K., Adeyeye, C.M. Dissolution of ibuprofen enantiomers from coprecipitates and suspensions
containing chiral excipients. Pharm. Dev. Tech. 4: 9-17, (1999).

1% grichana, T., Suedee, R. Evaluation of stereoselective dissolution of racemic salbutamol matrices prepared
with commonly used excipients and 1H-NMR study. Drug Dev. Ind. Pharm. 27(5),457-464, (2001).
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diferencias en la velocidad de cesion descritas en los trabgjos consultados han sido nulas o

muy pequefias.

Los éteres de celulosa son los polimeros con mayores aplicaciones en el campo de las formas
orales de liberacion sostenida, concretamente la HPMC es e polimero mas utilizado para
controlar la liberacion de farmacos. Para nuestro estudio hemos seleccionado la HPMC 15
como excipiente quiral parala elaboracion de matrices hidréfilas. La principal caracteristicade
este tipo de matrices es que la liberacion del f&rmaco se realiza por una combinacion de
procesos. difusién del principio activo através de la barrera gel formadatras la hidratacion del
polimeros y erosion superficial de dicha barrera. Las propiedades de la HPMC para provocar
cesion enantioselectiva de farmacos con propiedades quirales fueron descritas por Duddu et
a.™®! al estudiar laliberacion del propanolol de matrices elaboradas con la HPMC E4M. Tras
diversos estudios llegan ala conclusién de que la cesion se debe a la diferencia producidaen la
difusion de cada uno de los enantiémeros a través de la barrera, ya que la erosion que se

produce en lamatriz no tiene caracter estereosel ectivo.

Por otro lado, los mecanismos de liberacion de farmacos solubles a partir de matrices
elaboradas con diferentes variedades de la HPMC (Methocel ®) fueron estudiadas por Pham et al.'*.
Teniendo en cuenta que existen cuatro variedades de Methocel ® denominadas con las letrasE, F, K 'y
J, correspondientes a HPMC con diferentes grados de viscosidad, siendo laK y Jlas que proporcionan
la mayor viscosidad. Pham et al. estudiaron concretamente los Methocel ® K4M, K15M y K100M
cuya viscosidad nominal en dispersiones acuosas a 2% es 4.000, 15.000 y 100.000 cps
respectivamente. Se llega a la conclusién de que la liberacién de los farmacos solubles en agua, como
por geemplo el sulfato de salbutamol, estda regulada principamente por un proceso de difusién
controlado a su vez por el hinchamiento del polimero, particularmente para las matrices elaboradas con
las celulosas que poseen la mayor viscosidad. Por este motivo y teniendo en cuenta que la posible
liberacién enantioselectiva depende de la difusion, hemos seleccionado la variedad 15 para la

elaboracién de las formulaciones utilizadas en este estudio.

! Duddu, S.P., Vakilynejad, M., Jamali, F., Grant, D.JW. Stereoselective dissolution of propanolol
hydrochloride from hydroxypropylmethylcellulose matrices. Pharm. Res. 10N 1648-1653, (1993).
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También se realizaron matrices hidréfilas utilizando un polimero sin propiedades quirales,
para comparar los resultados obtenidos en ambas condiciones. Theis et al.'® realizaron ensayos
comparativos entre la cesion de farmacos a partir de matrices elaboradas con distintos tipos de
excipientes. El excipiente no quira seleccionado fue un polimetacrilato, en concreto el EUDRAGIT
RL, que provoca la formacion de matrices hidréfilas de cesidon sostenida, y que ha sido debidamente

descrito en la Parte Tedrica.

Todos y cada uno de los lotes de comprimidos realizados con los distintos farmacos, fueron
estudiados desde el punto de vista farmacotécnico, en cuanto a la uniformidad de masa 'y contenido,
resistencia a la rotura y dimensiones. Dichos ya aunque han sido mencionados en e apartado de

Materiales y Métodos.

192 Pham, A.T., Lee, P.l. Probing the mechanisms of drug release from hydroxypropylmethylcellulose matrices.
Pharm. Res. 2, 1379-1384, (1994).

198 Theis DL, Lucisano LJ, Halstead GW. Use of stable isotopes for evaluation of drug
delivery systems: comparison of ibuprofen release in vivo and in vitro from two biphasic
release formulations utilizing different rate-controlling polymers. Pharm. Res. 11(8),1069-
1176, (1994).
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8.1. KETOPROFENO

Los resultados descritos en este apartado corresponden a las formulaciones de rac-KP, R(-)-
KP, S(+)-KPy MF (1:1) de ambos enatiomeros descritas en el apartado de Materiales y Métodos. La
nomenclatura de las formulaciones consta de una letra (inicial del nombre de farmaco, en este caso K)
y un subindice numérico que caracteriza a cada formulacion.

8.1.1. Comprimidos de rac-Ketoprofeno (K;) con HPMC 15.
Lafigura 97 recoge los perfiles de disolucion de los enantiomeros de la forma rac-KP para la

formulacion elaborada con HPMC 15, y denominada K.
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Figura 97. Porcentgje liberado de R(-) y S(+) de una matriz de 200 mg de rac-KPy HPMC 15 frente
al tiempo.

Se observé una cesién sostenida para ambos enantiomeros de laforma rac-KP desde €l inicio y
hasta las 24 horas de duracion del ensayo, donde el resultado hallado corresponde al 100%. Tal y como
se esperaba e perfil obtenido es caracteristico de una disolucion dependiente de la difusién del
farmaco a través de la matriz, que coincide con aquel obtenido previamente por otros autores'™.

Los datos del porcentgje liberado frente al tiempo se gjustaron a la ecuacion no lineal
(W/W.,)= K" . Los valores obtenidos, para K (constante de velocidad de disolucion) y n (exponente)

se muestran en latabla 72.
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Tabla 72. Valores de los parametros cinéticos obtenidos para la formulacion K;. (Media +
D.E)

K (%h™) n 2
R(-)-KP 6.00 + 0,95 0.78+006 | 0.986
S(+)-KP 14.82+148 |071+0712 | 0.987

Los valores de la constante K mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre los enantiomeros de la formulacion elaborada con la forma rac-KP, siendo el enantiomero S(-)-
KP e que posee una mayor velocidad de liberacion a través de la matriz. La formulacion libera los
enantiémeros de KP de manera andmala, ya que el valor de n fue de 0.78 y 0.71 respectivamente, en €l
gue interviene tanto la difusion del farmaco como la erosion de la matriz. La ata velocidad utilizada
para realizar € ensayo (150 r.p.m.) facilita la erosién de la matriz y por tanto la cesién de los
enantiémeros de KP a medio, debido a que su baja hidrosolubilidad dificulta la difusion del farmaco a

través de lamatriz.

A la vista de los resultados obtenidos, observamos la aparicion de una posible interaccion
enantioselectiva entre los enantiémeros de rac-KP y la HPMC 15, durante la difusién, que da lugar a
interacciones quirales encontradas, tanto en el porcentaje liberado (figura 99) como en los parametros
cinéticos entre los enantiémeros (tabla 72). Segun los resultados obtenidos podemos hablar de una
mayor interaccion del enantiomero R(-)-KP con la HPMC 15, que retarda su difusion al exterior, en
comparacion con |os resultados obtenidos para el S(+)-KP cuya cesion es mayor en todos |0s casos
estudiados, excepto a las 24 horas en e que se encontrd un 100% cedido para ambos enantiémeros.
Las diferencias encontradas en cuanto a la cesion de los enantiémeros a través de la matriz de HPMC

15 son de carécter estadisticamente significativo (p<0.05).

194 Bonferoni, M.C., Caramella, C., Sangalli, M.E., Conte, U., Hernandez, R.M., Pedraz, J.L. Rheological
behaviour of hydrophilic polymers and drug release from erodible matrices. J. Control. Rel. 18, 205-212, (1992).



Matrices hidrdfilas de ketoprofeno, ricobendazol y talidomida. 264

Existen citas bibliogréficas, que describen resultados similares. Por ejemplo, Duddu et al.'*
estudiaron la disolucién de los enantiémeros del propanolol a partir de matrices elaboradas con otro
tipo de HPMC, tipo E4M. Ellos observaron también pequefias diferencias en cuanto a porcentaje
liberado entre los enantiomeros. Concluyen destacando que la diferencia observada en la liberacion
depende Unica y exclusivamente de la distinta difusion de los enantiomeros de salbutamol a través de
la barrera quiral hidratada proxima a la matriz quiral y/o podriareflgjar una diferencia en la constante
de complejacion de cada enantiomero con el excipiente quiral en la capa hidratada, ya que € otro
mecanismo implicado en la liberacion, la erosion de la matriz, no posee, en ninglin caso, caracter

enantiosel ectivo.

8.1.2. Comprimidos de R(-)-Ketoprofeno (K3) y S(+)-Ketoprofeno (K,) con HPMC 15
A diferencia del estudio anterior, agui se utilizan distintos materiales de partida, segin sea €l

R(-)-KP o & S(+)-KP. En lafigura 100, se recogen las curvas de porcentaje liberado frente a tiempo
del R(-)-KP (enantiémero puro) y S(+)-KP (enantiémero puro), para las formulaciones elaboradas con
HPMC 15 como excipiente, y denominadas respectivamente K3 y K4, Hemos incluido los resultados de
ambas formulaciones de enantiomeros puros en la misma figura para observar las posibles

repercusiones en cuanto ainteraccionesy difusion enantiosel ectiva observada en el apartado anterior.
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Figura 98. Porcentaje liberado frente al tiempo de matrices deHPMC 15 de 100 mg de R(-)-KP (K3) vy
S(+)-KP (Ky).

¥Duddu, S.P., Vakilynejad, M., M., Jamali, F., Grant, D.J.W. Stereosel ective dissolution of propanolol
hydrochloridhre from hydroxypropylmethylcellulose matrices. Pharm. Res. 10, 1648-1653, (1993).
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A la vista de los resultados obtenidos, y a igua que en e caso anterior observamos que €l
perfil de cesion obtenido para ambos enantiémeros de KP en sus correspondientes matrices de HPMC
15 K3 y K4 , se gjusta perfectamente a una liberaciéon controlada, a lo largo de toda la duracién del

ensayo.
Los datos del porcentgje liberado frente al tiempo se gjustaron a la ecuacion no lineal
(W/W.,)= K" . Los valores obtenidos, para K (constante de velocidad de disolucién) y n (exponente)

se muestran en latabla 73.

Tabla 73. Valores de los pardmetros cinéticos obtenidos para las formulaciénes Ks y K.
(Media+ D.E.)

K (9%6h™) n r?
R(-)-KP (Puro) 18.07+1.91 | 0.86+ 0,05 0.996
S(+)-KP(Puro) | 1820+ 1.46 | 0.96+0.09 | 0.994

Seguin los pardmetros farmacocinéticos, segun el valor de K la velocidad de liberacion es
similar en ambos enantiémeros. La liberacion de los enantiémeros puros de las matrices HPMC 15 se
realiza, nuevamente, por medio de un transporte anémalo. Dicho transporte es debido tanto a la
difusion del farmaco através del polimero, o bien através de la erosion de la matriz. Como ya dijimos
en el apartado anterior, debido alabaja solubilidad del KP, y la ata velocidad utilizada pararealizar €l
ensayo (150 r.p.m.) que provoca la erosion de la matriz y por tanto, siendo ésta principal responsable

delaliberacion de los enantiomeros a medio.

De nuevo podemos, hablar de la aparicion de unainteraccion quira entre el enantiomero R(-)-
KPy laHPMC 15, de ahi los resultados obtenidos de cesién menor, a todos los tiempos de toma de
muestra. Incluso alas 24 horas, para esta matriz que contiene 100 mg de rac-KP no se produciria una
cesion del 100% de R(-)-KP. Sin embargo, para el enantiomero S(+)-KP se observa una difusién

mayor gue se refleja, en el mayor porcentaje de S(+)-KP cedido al medio de disolucion.
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8.1.3. Comprimidos de una mezcla fisica de R(-)-K etoprofeno y S(+)-Ketoprofeno(1:1) con HPMC 15

(K2) y Eudragit RL (Ks).
La figura 99 representa el porcentaje cedido para la formulacion elaboradas con la mezcla

fisica (MF) de 200 mg de R(-)-KP y S(+)-KP en proporcién 1:1 para la formulacion elaborada con
HPMC 15, y denominada K.
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Figura 99. Porcentaje cedido de R-KP y S KP de una matriz hidréfila de HPMC 15.

Como se puede observar, en lafigura 101, se muestra el perfil de cesién de los enantiomeros
de KP alo largo de todo el ensayo. Como ya hemos sefidlado anteriormente, se trata de un perfil
dependiente de la difusién del farmaco a través de la matriz. El perfil de liberacion corresponde de
nuevo a tipo de “liberacion sostenida’ para ambos enantiémeros.

Por otro lado, los datos del porcentgje liberado frente a tiempo se gjustaron a la ecuacion no
lineal (WyW.,.)= K" . Los valores obtenidos, para K (constante de velocidad de disolucién) y n

(exponente) se muestran en latabla 74.
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Tabla 74. Vaores de los parametros cinéticos obtenidos para la formulacion K,. (Media +
D.E)

K (%h™) n r?
R-KP (Puro) | 1.13+£0.06 | 1.59+ 0,09 0.892
SKP(Puro) | 16.11+202 | 0.85+0,08 | 0.998

A la vista de los resultados farmacocinéticos obtenidos, podemos decir que para el
enantiémero S(+)-KP, & comportamiento en cuanto a la velocidad y forma de liberacién podemos
decir que se comporta de la misma forma que en los casos anteriormente estudiados. Siendo la forma
de liberacion segun la n de tipo andmalo, siendo tanto la difusion del farmaco como la erosion de la
matriz responsables de la cesion de éste a medio. Volvemos a sefialar que las 150 r.p.m. utilizadas
para realizar los ensayos del KP farmaco poco soluble en agua, facilitan la erosién de la matriz y por
tanto facilitan la cesion de éste al medio.

Sin embargo los resultados obtenidos para € enantiomero R(-)-KP son significativamente
diferentes (p<0.05) a los obtenidos para su homologo, S(+)-KP. La velocidad de liberacién es menor
(K), y lan presenta un valor de 1.59, tipo Super Caso Il. La curva (figura 101) para € enantiomero
R(-)-KP tiene tendencia a linealizarse y presentar un mecanismo de liberacion de orden cero, ello se
debe a que e mecanismo predominante que controla la liberacién del fa&rmaco sea la erosion
superficial de lamatriz y no la difusion fickiana, contribuyendo como ya hemas dicho anteriormente,
labajala solubilidad del f&rmaco. Estos resultados coinciden con aquellos obtenidos por otros autores,
Pérez Marcos et al.'* al estudiar la cinética de liberacion de farmacos a partir de matrices elaboradas
con carbomer.

Al igual, que en los casos estudiados anteriormente la interaccién quiral que se produce entre
el enantiomero R(-)-KPy la matriz quiral de HPMC 15 es mayor que con el enantiomero S(+)-KP, y
de ahi la mayor cesion obtenida de este Ultimo a lo largo de todo el ensayo. Debemos decir que en
este caso, a pesar de que las proporciones de la MF cumplen las proporciones 1:1 de la mezcla
racémica, los resultados obtenidos cuando estudiamos la solubilidad de los enantiomeros de KP,
procedentes de los productos puros y procedentes de la mezcla racémica los resultados obtenidos
fueron siempre mayores para los productos puros. Debemos decir que esta diferencia encontrada entre
uno y otro bajo estas condiciones, se trata de condiciones no sink o saturacién gque favorece también la
aparicion de dichas diferencias enantiosel ectivas.

Lafigura 100 muestra los resultados de S/R ratio a diferentes tiempos de las formulaciones K ;
y K,, para observar si es cierto que las diferencias de solubilidad pueden afectar a la velocidad de
disolucion.

1% pgrez Marcos, B., Gutiérrez, C., Gmez-Amoza, J.L., Martinez-Pacheco, R., Souto, C., Concheiro, A.
Usefulness of certain varieties of carbomer in the formulation of hydrophilic furosemide matrices. Int. J. Pharm
67, 113-117, (1991).
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A lavista de los resultados obtenidos, y si no hubiese diferencias de cesion entre R(-)-KP 'y
S(+)-KP, é S/R ratio deberia ser cercano a la unidad. Como se puede observar en la figura 100, en
ambas formulaciones existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre la cesion de
ambos enantidmeros. En ambos casos e enantidmero S(+)-KP es cedido méas répido que €
enantiomero R(-)-KP.
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Figura 100. SR
0 ratio de KP cedido
30 60 180 360 a diferentes tiempos para

tiempo (min)  las formulaciones Ky y Ko.

La figura 102 también nos muestra que existe una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) entre e S/R ratio de la formulacion K, (formulacién elaborada con el racemato) y la
formulacion K, (formulacién elaborada con la mezcla fisica (1:1), siendo la K, la que muestra mayor
estereoselectividad en cuanto a la cesiéon de los enantidmeros. A partir de aqui todas las matrices
elaboradas se realizaran con la mezcla fisica de ambos enantiomeros.

A continuacion se presentan los perfiles de cesion obtenidos para los enantiomeros de R(-)-
KPy S(+)-KP, pertenecientes a una MF (1:1) elaborada con otro excipiente que provoca una cesion
sostenida similar alaHPMC 15, el Eudragit RL (Ks) (figura 103), y que no posee centros asimétricos
en su estructura. Por tanto, no provocara interacciones enantiosel ectivas.
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Figura 101. Porcentaje cedido de R(-)-KP y +)-KP de una matriz hidrofila de Eudragit RL.

Como se puede observar en la figura 101, la cesion de los enantiomeros de KP a través de la
matriz hidrofila elaborada con Eudragit RL ofrece una cesién caracteristica de disolucion dependiente
de la difusion del fa&maco a través de la matriz. En este caso no encontramos diferencias

enantioselectivas significativas (p>0.05), a ninguno de | os tiempos estudiados.

Por otro lado, los datos del porcentgje liberado frente al tiempo se gjustaron a la ecuacion no
lineal (WyW.,)= K" . Los valores obtenidos, para K (constante de velocidad de disolucién) y n

(exponente) se muestran en latabla 75.

Tabla 75. Vaores de los parametros cinéticos obtenidos para la formulacion Ks. (Media +
D.E)).

K (%h™) N re
R(-)-KP (Puro) | 16.39+1.54 | 0.74+ 0,13 0.996
S(+)-KP (Puro) | 16.91+1.97 | 0.75+0,21 0.998

Como se puede observar en la tabla 75, los resultados obtenidos para la formulacion de
elaborada con el excipiente aquiral, obtenemos unos parametros de velocidad de liberacion similares a
aquellos obtenidos para las formulaciones elaborada con los enantiomeros puros (Kz y Ky). La

velocidad de liberacion serd similar en ambos casos, la n ofrecera la informacion sobre e tipo de
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liberacion que poseen, gque serd de tipo andmalo, influyendo ambos factores, tanto la erosion como la

difusion del farmaco através de la matriz.

A continuacion, y para observar las diferencias que existen en la cesion de los enantidmeros en
ambos tipos de matrices, mostramos, la figura 102, que representa el S/R ratios de las figuras

mostradas anteriormente en lafigura 99y figura 101
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Figura 102. SR ratio de los enantiomeros de KP a diferentes tiempos para la matriz de HPMC 15
(K,) y de Eudragit RL (Ks).

A lavista de los resultados obtenidos en la figura 102, aunque €l ratio encontrado a todos los
tiempos estudiados y en ambos tipos de formulaciones, siempre fue superior a 1, tan solo se
encontraron diferencias enantioselectivas (p<0.05) en cuanto a la cesidon de los enantiomeros en la
matriz de HPMC 15.

En la bibliografia podemos encontrar diferentes estudios con otros farmacos quiraes y la
HPMC, donde se observan resultados dispares segun los autores y €l tipo de farmaco estudiado. Por
gjemplo, se hallaron diferencias significativas entre los enantiémeros del clorhidrato de propanol™,
cuando se utilizala HPMC como excipiente de eleccion en la elaboracion de matrices.

Por otro lado, Solinis et al.'® para el sulfato de salbutamol no encontraron diferencias
enantioselectivas entre los enantiomeros de dicho farmaco. Las diferencias en cuanto a los resultados
encontrados por los distintos autores pueden ser debidas a las diferentes solubilidades de los fa&rmacos
en estudio. Por giemplo € sulfato de salbutamol es una molécula que posee una muy baja solubilidad
en agua (aproximadamente 25%) y el efecto del enantiomerismo encontrado para ella no fue de
carécter relevante. Sin embargo, para otras moléculas, propanolol o verapamil, que poseen una

7 Duddu, S.P., Vakilynejad, M., Jamali, F., Grant, D.J.W. Stereoselective dissolution of propanolol
hydrochloride from HPMC matrices. Pharm. Res. 10(11), 1648-1653, (1993).

1% sSolinis, M.A., Lugarg, S., Calvo, B., Hernandez, R.M., Gascon, A.R., Pedraz, J.L. Release of salbutamol
sulfate enantiomers from HPMC matrices. Int. J. Pharm. 161, 37-43, (1998)



Matrices hidrdfilas de ketoprofeno, ricobendazol y talidomida. 271

solubilidad mucho menor en agua (aproximadamente 5%), se encontraron diferencias enantiosel ectivas
de carécter significativo.

Siguiendo este razonamiento, € KP es incluso menos soluble en agua (aproximadamente
0.03%) y alavista de los resultados obtenidos y mostrados con anterioridad puede ser mas susceptible
de tener este efecto enantioselectivo.

8.1.4. Comprimidos de una mezclafisica de R(-)-Ketoprofeno y §(+)-Ketoprofeno (1:1) con HPMC 15
adistintas concentraciones

Como ya hemos dicho anteriormente dichas diferencias enantioselectivas ademéas de ser
debidas a unainteraccién enantioselectiva més fuerte para el enantiémero R(-)-KP, pueden ser también
debidas a la baja solubilidad de los enantidmeros de KP, y a efecto “no sink” o de saturacion del
medio. Para ello se elaboraron otras matrices que contenian la mezcla fisica pero en menor proporcion.
La composicién de las matrices que seran utilizadas en este apartado se encuentran descritas en €l
apartado de Materiales y Métodos, y son denominadas Kg, K-y K.

Como se puede observar, la composicién de dichas matrices es proporcional ala formulacion
K>, con € fin de que todas ellas mantengan una similitud entre la dosis que contengan y la superficie
delamatriz.

Los perfiles de cesion para cada una de las matrices, se muestran en las siguientes figura:
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Figura 103. Porcentaje cedido de R(-)-KP y S(+)-KP de una matriz hidréfila de HPMC 15, que
contiene 100 mg de la MF.
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Figura 104. Porcentaje cedido de R(-)-KP y S+)-KP de una matriz hidréfila de HPMC 15, que
contiene 50 mg de la MF.
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Figura 105. Porcentaje cedido de R(-)-KP y S(+)-KP de una matriz hidréfila de HPMC 15, que
contiene 25 mg de la MF.

A lavistade los resultados obtenidos para las figuras 103, 104 y 105, €l perfil de cesiéon de los
enantiomeros de KP sigue siendo una liberacion lenta. Por otro lado observamos que la riqueza de los
comprimidos tiene un efecto directo en €l porcentaje de farmaco cedido. La cantidad cedida al medio
aumenta segln aumenta la dosificacion de la matriz.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Suedee et al.® donde destacan la cesion
enantiosel ectiva de S(+)-KP, S-ibuprofen y R-propanolol a partir de granulostipo MIP's.

Por otro lado, los datos del porcentgje liberado frente al tiempo se gjustaron a la ecuacion no
lineal (W/W.,)= Kt" . Los valores obtenidos, para K, para las tres formulaciones (constante de

velocidad de disolucién) y n (exponente) se muestran en latabla 76.

Tabla 76. Valores de los pardmetros cinéticos obtenidos para las distintas formulaciones. (Media +

D.E.).

Formulacion K©@h" |n r*
100 mg R(-)-KP | 20.38  +[0.89+0.03 | 0.953
1.02

S(+)-KP | 23.04  +{0.80+0.05 | 0.981
1.73

50 mg R(-)-KP | 2050  +|0.91+0.01 | 0.996
0.86

S(+)-KP | 2386  +|0.80+0.11 | 0.998
0.99

25 mg R(-)-KP | 2404  +[0.81+0.04 | 0.999
0.81

S(+)-KP | 2798  +|0.76+0.01 | 0.999
1.93

Como se puede observar en la tabla 76 los resultados de velocidad de liberacién y forma de
liberacion son similares entre si, mostrando una vel ocidad de liberacion aceptable en todos los casos, y
una forma de liberacién de tipo andmala, similar a la encontrada en practicamente todos los casos
anteriores. De nuevo la liberacién sera debida tanto a la difusion de los enantiomeros a través del
polimero como a la erosion de la matriz durante e ensayo. Este Ultimo paso se considera € més
probable para un farmaco poco soluble como es el KP, siendo la velocidad de giro del ensayo de 150
r.p.m.

1% Suedee, R., Srichana, T., Rattananont, T. Enantioselective release of controlled delivery granules based on
molecularly imprinted polymers. Drug Deliv., 9(1), 19-30, (2002).
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Para observar la estereoselectividad en funcion de la dosis y de la concentracion en € medio,
calculamos los ratios para las matrices de 200 mg (K5), 100 mg (Ke), 50 mg (K7) y 25 mg (Kg). La
figura 106 recoge los resultados obtenidos:
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oKs

S/R ratio
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Figura 106. SR ratio de KP a diferentes tiempos, en las diferentes formulaciones, 200 mg (K;), 100
mg (Ke), 50 mg (K7) y 25 mg (Ksg)

Como se puede observar en la figura 108, cuando se disminuye la dosis de la MF de los
enantiémeros en las formulaciones, y por tanto las condiciones de cesion se producen en un ambiente
que se acerca a las condiciones “sink”, el efecto del enantiomerismo en la cesion disminuye. Asi
vemos que e S/R ratio obtenido para las formulaciones que contienen 100 mg (Kg), 50 mg (K7) y 25
mg (Kg), de la mezcla fisica (1:1) de ambos enantidmeros es cercano a uno y por tanto se considera
gue la estereosel ectividad bajo esas condiciones es muy baja.

Bajo nuestras condiciones, |a estereosel ectividad aparece cuando se trabaja en condiciones “no
sink” y en dosis altas de farmaco incluido en la matriz. Diferentes resultados fueron encontrados por
Solinis M.A.?® en los estudios redizados para la cesion de los enantiémeros de KP a través de
matrices elaboradas con HPMC K100M. En dicho estudio de investigacion las diferencias
enantioselectivas encontradas fueron minimas en todos los casos. Este hecho es posible debido a que
las condiciones de trabgjo fueron diferentes, la dosis de principio activo incluido en las formulaciones
fue muy baja (9.6 mg), cumpliéndose por tanto, condiciones “sink” en todos los ensayos realizados.

Por otro lado, otro estudio encontrado en la bibliografia®, habla de la liberacion de los
enantiomeros de KP a partir de formulaciones elaboradas con HPMC K100M se ve condicionada por
la solubilidad del farmaco en funcion del pH del comprimido. Los pH de los comprimidos en este

20 5oinis Aspiazu, M.A. Liberacion de los enantiémeros de Salbutamol y Ketoprofeno a partir de matrices
elaboradas con excipientes quirales. Tesis Doctoral. Laboratorio de Farmaciay Tecnologia Farmacéutica.
Universidad del Pais Vasco. (2000).

21 5plinis, M.A., delaCruz, Y., Herndndez, R.M., Gascon, A.R., Calvo, B., Pedraz, J.L. Release of ketoprofen
enantiomers from HPMC K 100M mstrices-difussion studies. Int. J. Pharm. (in press).



Matrices hidrdfilas de ketoprofeno, ricobendazol y talidomida. 275

estudio son pH 2.5y pH 10, y comprimidos sin tamponar. Los resultados obtenidos muestran la
existencia de una relacion directa entre €l pH y la cesion del farmaco de la matriz. Ademés en dicho
estudio también se observan diferencias en € porcentgje liberado y en los pardmetros cinéticos de los
enantiomeros que muestran una interaccion de la HPMC preferentemente con el S(+)-KP liberandose
por tanto en mayor proporcion el enantiomeros R(-)-KP. Por otra parte la relacion R/S ketoprofeno de
los coeficientes de difusion y del porcentaje liberado para € gel elaborado con la HPMC K100M, se
deduce que al eliminar el proceso de erosién del mecanismo globa de liberacidn, se favorece la
liberacion enantiosel ectiva del farmaco.



8.2. RICOBENDAZOL

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente para los enantiomeros de KP, estudiaremos la
cesion de los enantiomeros de RBZ en las distintas condiciones, descritas en el apartado de Materiales
y Métodos. En todas las formulaciones elaboradas para € estudio de la cesion de los enantiémeras de
RBZ, utilizamos la mezcla racémica, debido a que no existe hasta e momento la posibilidad de
conseguir cantidad suficiente de ambos enantiomeros. La nomenclatura de las formulaciones consta de
una letra (inicial del nombre de farmaco, en este caso R) y un subindice numérico que caracteriza a
cada formulacion.

Previamente estudiaremos la cesién a través de las matrices de tipo quiral, la HPMC 15.
Posteriormente se repitieron las condiciones pero sustituyendo € excipiente quiral por uno que no
posee dichas propiedades, el Eudragit RL. Finamente y a igual que con los enantiomeros de KP, se
estudio la cesién de los enantiémeros de RBZ de distintas matrices, elaboradas con laHPMC 15, y que

poseen distintas dosis del farmaco.

8.2.1. Comprimidos de rac-Ricobendazol (R;) con HPMC 15.
Lafigura 107 muestrael perfil de cesion de los enantiomeros de RBZ a partir de una matriz de

elaborada con HPMC 15 (400 mg), con una dosis de farmaco de 200 mg

25 4
20 ~

15
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—m— (+)-RBZ

% cedido

Figura 107. Porcentaje cedido de (-)-RBZ y (+)-RBZ de una matriz
| | | | | | ~ hidrofila de HPMC 15,
0 1 2 3 4 5 6 7 que contiene 200 mg de
Tiempo (horas) farmaco.

Como se puede observar, en la figura 107, se muestra el perfil de cesién de los enantiomeros
de RBZ alo largo de todo €l ensayo. Se trata de un perfil dependiente de la difusion del farmaco a
través de la matriz. El perfil de liberacién corresponde de nuevo al tipo de “liberacion sostenida’ para
ambos enantiémeros. Las posibles diferencias estereosel ectivas serdn estudiadas posteriormente y se
muestran conjuntamente con |0os resultados obtenidos con las matrices elaboradas con el excipiente no
quiral enlafigura11l.
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Los datos del porcentgje liberado frente a tiempo se gustaron a la ecuacion no lineal
(W/W.,)= K" . Los valores obtenidos, para K (constante de velocidad de disolucion) y n (exponente)

se muestran en latabla 77.

Tabla 77. Valores de los parametros cinéticos obtenidos para la formulacion (R;). (Media =

D.E)
K (%h™) n r2
(-)-RBZ 10.39+1.35 | 1.24+0.38 | 0.890
(+)-RBZ 770+ 054 | 159+054 | 0.790

Como se puede observar en la tabla 77, existe una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) entre la velocidad de liberacién de ambos enantiémeros. Por otro lado, laformade liberacion
corresponde al tipo super caso |, donde la mayor parte de la cesién de f&rmaco a medio se debe ala
erosion de la matriz. Este hecho ha sido también observado anteriormente para los enantiomeros de
KP. El RBZ se trata también de un farmaco muy poco soluble en agua y por lo tanto liberacion a
exterior se vera facilitada por la erosién de la matriz que liberard € principio activo y no por las
propiedades intrinsecas de los enantidmeros del RBZ que a su vez se encontraran en un medio con un
pH (7.2) que no favorece su ionizacion y por tanto su solubilidad.

8.2.2. Comprimidos de rac-Ricobendazol (R,) con Eudragit RL.
A continuacién se muestra la figura 108, que presenta el perfil de cesién de los enantiémeros

de RBZ através de unamatriz de Eudragit RL.



Discusion final 281

30 ~

25 4

N
o
L

% cedido
=
[$)]

10 1 —e—(-)-RBZ

—m— (+)}-RBZ

0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (horas)

Figura 108. Porcentaje cedido de (-)-RBZ y (+)-RBZ de una matriz hidrdéfila de Eudragit RL, que
contiene 200 mg de farmaco.

A la vista de los resultados obtenidos, podemos decir que la cesiéon de los enantiomeros de
RBZ a través de la matriz de Eudragit sigue un modelo sigmoidal que corresponde a una cesion
sostenida. No existen diferencias enantioselectivas en cuanto ala cesién de uno y otro enantiomero en
el proceso de difusién de éstos a través de la matriz.

Tabla 78. Vaores de |os pardmetros cinéticos obtenidos paralaformulacion (Ry). (Media+ D.E.).
K (%h™) n r?
(-)-RBZ 53.42+5.67 | 0.50+0.07 | 0.960
(+)-RBZ 51.46+4.91 | 0.52+0.02 |0.944

A la vista de los resultados obtenidos, deducimos que la velocidad de liberacion es similar
para ambos enantiémeros, de una manera adecuada. Por otro lado la liberacién del proncipio activo a
partir de este tipo de matriz se realiza por difusion en todos los casos, ya que el valor de n oscil6 entre
0.50 y 0.52 como se muestra en latabla 78 donde se recogen |os pardmetros cinéticos obtenidos tras €l
gjuste de los datos a la ecuacion no lineal. Por tanto, el mecanismo de transporte sera Fickiano (Caso

).

Para comparar los resultados obtenidos en ambos tipos de matrices, se compararon los
resultados de los enantiomeros cedidos al medio calculando su (-)/(+) ratio.
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Figura 109. 9R ratio de los enantiémeros de KP a diferentes tiempos para la matrizde HPMC 15 (Ry)
y de Eudragit RL (Ry).

Como se puede observar en la figura 109, los resultados correspondientes a los ) +)
ratio en ambos casos siempre fue superior a la unidad. Dichas diferencias fueron mayores para la
matriz elaborada con HPMC 15, que posee carbonos asimétricos. Se produce una mayor interaccion
del enantiomero (+) con laHPMC 15y por tanto una menor cesion de éste al medio, en comparacion
con e enantiomero (-). Estos resultados coinciden con los obtenidos anteriormente para los
enantiomeros de KP.

8.2.3. Comprimidos de Ricobendazol con HPM C 15 a distintas concentraciones
Como ya hemos dicho anteriormente dichas diferencias enantioselectivas ademés de ser

debidas a una interaccion enantioselectiva mas fuerte para e enantiomero (+)-RBZ, pueden ser
también debidas a la baja solubilidad de los enantibmeros de RBZ, y a efecto “no sink” o de
saturacion del medio. Para ello se elaboraron otras matrices que contenian menores dosis. La
composicion de las matrices que seran utilizadas en este apartado se encuentran descritas en €l
apartado de Materiales y Métodos, y son denominadas R; y R..

Los (-)/(+) ratio de RBZ cedidos a diferentes tiempos en las diferentes formulaciones son
presentadas en las figura 110.
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Figura 110. (-)/(+) ratio de RBZ a diferentes tiempos, en las diferentes formulaciones; 200 mg (R;), 50
mg (Rs) y 20 mg (Ry).

El mismo efecto que el observado para los enantiomeros de KP, es observado aqui para los
enantiomeros de RBZ. Para la formulacion R; el ratio (-)/(+) muestra que el enantiomero (-)-RBZ se
disuelve més rapido, desde un punto de vista estadisticamente significativo (p<0.05) que €
enantiomero (+). Este hecho puede ser debido a la interaccién enantioselectiva producida por €l
enantiomero y la matriz quiral, pero como ya hemos dicho anteriormente, debido a la baja solubilidad
del RBZ y alaadtadosis de los comprimidos, que provocan la pérdida de las condiciones “sink” en el
medio.

Para |las formulaciones elaboradas con menores dosis de RBZ, (Rzy Ry), € ratio  (-)/(+) es
menor y mas préximo a 1 que la muestra R;. Esto quiere decir que se vuelven arepetir los resultados y
por tanto las conclusiones que se ya obtuvieron paralos comprimidos de elaborados con KP. Por tanto,
a bajas concentraciones de RBZ (50 y 20 mg) se produce un menor efecto de enantiomerismo en la
cesion de los enantiomeros, ya que nos alejamos de las condicionbes “ no sink” .
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8.3. TALIDOMIDA

Los resultados descritos en este apartado corresponden a las formulaciones de las
formulaciones de rac-TH descritas en € apartado de Materiales y Métodos. La nomenclatura de las
formulaciones consta dos letras (nombre de farmaco, en este caso TH) y un subindice humérico que
caracteriza a cada formulacion.

Previamente estudiaremos la cesion a través de las matrices de tipo quiral, elaboradas con la
HPMC 15. Posteriormente se repitieron las condiciones pero sustituyendo el excipiente quiral por uno
que no posee dichas propiedades, el Eudragit RL, pero que proporciona una liberacion sostenida
semejante ala que ofrece laHPMC 15.

Finamente, y al igual que con los enantiomeros de los farmacos anteriormente estudiados, KP
y RBZ, se estudi6 la cesion de los enantiomeros de TH de distintas matrices elaboradas con laHPMC
15y que poseen distintas dosis del farmaco.

8.3.1. Comprimidos de rac-Talidomida (TH;) con HPMC 15y Eudragit RL (TH,)
La figura 111 muestra el perfil de cesion de los enantiomeros de TH a partir de una matriz
elaborada con HPMC 15 (100 mg), con una dosis de farmaco de 50 mg.
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Figura 111.Porcentaje cedido de R(+)-TH y S-)-TH de una matriz hidréfila de HPMC 15, que
contiene 50 mg de farmaco.

Como se puede observar en la figura 111, € perfil de cesion de los enantiémeros de TH es
caracteristico de la difusion del farmaco a través de la matriz mas que de la erosion de la misma. El
perfil corresponde al de tipo “liberacion sostenida” para ambos enantiomeros. Las diferencias
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estereosel ectivas seran estudiadas posteriormente y conjuntamente con |os resultados obtenidos con las
matrices elaboradas con el excipiente no quiral R(+)/S(-).

Los datos del porcentgje liberado frente a tiempo se gjustaron a la ecuacion no lineal
(Wy/W.,,)= K{". Los valores obtenidos, para K (constante de velocidad de disolucién) y n (exponente)

se muestran en latabla 79.

Tabla 79. Valores de los pardmetros cinéticos obtenidos para la formulacion (TH,).
(Media+ D.E.)

K (%h™) n r2
R(+)-TH 12.99+1.43 | 0.90+0.02 | 0.997
S(-)-TH 15.19+1.31 | 0.92+0.01 | 0.999

Como se puede observar en la tabla 79, existe una similitud entre la velocidad (K) y la forma
de liberacion de ambos enantiomeros (n), siendo ésta de tipo anémalo, ello se debe a que los
mecanismos predominantes que controlan la liberacion del farmaco son la erosion superficia de la
matriz y la difusion fickiana, contribuyendo a su vez la baja solubilidad de la TH. Estos resultados

coinciden con los resultados obtenidos por Siepmann et al . %%

No existe para ninguno de los enantiomeros de la TH una interaccién estereosel ectiva con €l
excipiente quiral HPMC 15. Por lo tanto el R(+)/S(-) ratio es cercano ala unidad.

A continuacion mostramos € perfil de disolucion de los enantiomeros de rac-TH a partir de
una matriz elaborada con €l excipiente aquiral, Eudragit RL. Los resultados de cesion para ambos
enantiomeros se muestran a continuacion en lafigura 112:

202 Siepmann J, Kranz H, Bodmeier R, Peppas NA. HPM C-matrices for controlled drug
delivery: anew model combining diffusion, swelling, and dissolution mechanisms and
predicting the release kinetics. Pharm. Res 16(11),1748-1756, (1999).
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Figura 112. Porcentaje cedido de R(+)-TH y S-)-TH de una matriz de Eudragit RL.

Como se puede observar en lafigura 112, la cesidn de los enantiémeros de rac-TH a través de
la matriz hidréfila elaborada con Eudragit RL ofrece una cesion caracteristica de disolucion
dependiente de la difusion del farmaco a través de la matriz. De nuevo, en este caso no encontramos

diferencias enantioselectivas (p>0.05) en ninguno de los casos estudiados.

Los datos del porcentgje liberado frente a tiempo se gjustaron a la ecuacion no lineal

(W/W.,)= K" . Los valores obtenidos, para K (constante de velocidad de disolucién) y n (exponente)

se muestran en latabla 80.

Tabla 80. Vaores de los pardmetros cinéticos obtenidos para la formulacion (TH,).

(Media+ D.E.)
K (%h™) n r2
R(+)-TH 16.20+1.32 | 0.88+0.21 | 0.980
S(-)-TH 17.16+1.45 | 0.87+0.23 | 0.999

Como se puede observar en la tabla 80, las constantes de velocidad de liberacion (K) y forma
de liberacion son muy semejantes a agquellos valores obtenidos para la matriz elaborada con laHPMC
15. Por tanto el mecanismo de liberacion en este caso sera también de carécter andmalo, debido alaya

comentada difusion fickiana
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A continuacion, y para observar las diferencias que existen entre la cesién de |os enantiomeros
en ambos tipos de matrices, mostramos la figura 113, que representa el R(+)/S(-) ratio de las figuras
111y 112, es decir de las matrices elaboradas con HPMC15 y Eugragit RL y rac-TH.
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Figura 113. R(+)/S(-) ratio de los enantiomeros de rac-TH a diferentes tiempos para la matriz de
HPMC 15 (TH,) y Eudragit RL (THy).

A lavista de los resultados obtenidos en la figura 113, en ambos tipos de matrices y a todos
los tiempos estudiados, no existen diferencias enantioselectivas significativas (p>0.05) en cuanto a la
cesion de los enantiomeros de rac-TH.

La ausencia de diferencias enantioselectivas puede deberse a la no aparicion en medio de
condiciones de saturacion o efecto “no sink”, debido a que comparativamente con respecto a los
farmacos anteriormente estudiados la aparicién de dichas condiciones “no sink” provocaban a su vez
posibles diferencias en cuanto ala solubilidad de |os enantiémeros.

8.3.2. Comprimidos de rac-Talidomida a distintas concentraciones (THz y TH4)

Se elaboraron matrices que contenian una dosis menor de rac-TH. La composicion de las
matrices utilizadas en este caso se encuentran apropiadamente descritas en el apartado de Materialesy
Métodos.

Como se puede observar la composicion de las matrices, es en ambos casos proporcional a la
formulacion TH4, con el fin de que todas ellas mantengan una similitud entre la dosis que contienen y
la superficie de la matriz.

Los perfiles de cesion para cada una de las matrices se muestran en las siguientes figuras:
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Figura 114. Porcentaje cedido de R(+)-TH y -)-TH de una matriz hidréfila de HPMC 15
gue contiene 20 mg de rac-TH.
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Figura 115. Porcentaje cedido de R(+)-TH y S-)-TH de una matriz hidréfila de HPMC 15,
gue contiene 10 mg de rac-TH.

A la vista de los resultados obtenidos en la figura 114 y 115, el perfil de cesion de los

enantiomeros de TH sigue siendo similar. La relacion esta vez es inversamente, cuanto menor es la
dosis del farmaco mayor eslacesion a medio.
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Los datos del porcentgje liberado frente a tiempo se gustaron a la ecuacion no lineal
(W/W.,)= K{". Los vaores obtenidos, para K (constante de velocidad de disolucion) y n (exponente),

en cada caso, se muestran en latabla 81.

Tabla 81. Valores de los pardmetros cinéticos obtenidos para las distintas formulaciones. (Media +

D.E).
Formulacion K (% h™ n r?
20mg R(+)- 27.84+1.12 | 0.68+0.01 | 0.999

TH

S(-)-TH | 29.94+1,28 | 0.71+0.05 | 0.998
10 mg R(+)- 35.66+152 | 053+0.01 |0.842

TH

S(-)-TH | 36.33+1.19 | 053+0.04 |0.861

Como se puede observar en la tabla 81, la velocidad y forma de liberacion dependerd de la
dosis del comprimido. En este caso la velocidad de liberacién sera proporcionalmente mayor cuanto
menor sea la dosificacion del comprimido, mayor velocidad de liberacion para los comprimidos de 20
mg.

Por otro lado €l tipo de liberacion de forma andémala en las matrices elaboradas con la dosis de
20 mg, por tanto seran responsables de la cesion tanto la erosién como la difusion del farmaco através
de lamatriz. Sin embargo la difusion sera de tipo Fickiniano (Caso |) parala menor dosis del farmaco
(matrices elaboradas con una dosis de 10 mg) y en este caso la liberacion del farmaco solo sera debido
aladifusion del farmaco através de la misma. Dicho comportamiento puede ser debido a tamafio del
comprimido, debido que a ser muy pequefio la erosion del mismo es ciertamente lenta, produciéndose
por tanto unamayor trascendencia en los resultados de la difusion del farmaco a través de la misma.
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DISCUSION FINAL
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El objetivo de esta tesis ha sido determinar la aparicion de diferencias enantioselectivas entre
los enantiémeros de distintos farmacos: ketoprofeno (KP), ricobendazol (RBZ) y talidomida (TH),
desde dos puntos de vista bien diferenciados como son la solubilidad y 1a velocidad de disolucion.

1. ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA CRISTALINA
Teniendo en cuenta la importancia que presenta la estructura interna cristalina para justificar
los posibles comportamientos se procedié a su estudio detallado por medio de distintas técnicas:

determinacion del punto de fusion, difractometria de rayos X y microscopia electronica de barrido.

Los resultados obtenidos para cada uno de los f&rmacos en estudio nos ofrecen los siguientes

resultados:

1.1. KETOPROFENO

Se redliz6 el estudio detallado de su forma racémica, asi como de los enantiémeros por
separado R(-)-KPy S(+)-KP, ademés de la mezclafisica (MF) de ambos enantidmeros que cumple con
la proporcion presente en la forma rac-KP (1:1). Debido a que tuvimos suficiente cantidad de los
enantiémeros de KP, se procedieron a estudiar las transiciones vitreas originadas en las muestras que

poseen distintas proporciones de los enantiémeros, R(-)-KPy S(+)-KP.

Seglin los resultados obtenidos y mostrados en la tabla 82, la forma racémica y los
enantiédmeros poseen diferentes estructuras entre si. Los enantidmeros aungue poseen similar punto de
fusién difieren en su estructura interna cristalina. Este hecho fue observado por la técnica de

difractometriade rayos X.

El estudio morfoldgico de los cristales nos lleva a observar también particularidades entre
todas y cada una de las formas de KP disponibles para el estudio. Aungue todos los cristales poseen
estructura cristalina bien definida y mayoritariamente de forma prismética, el tamafio de |os mismos
difiere segln la muestra; siendo, como se puede observar en la tabla 82, los cristales de S(+)-KP

mayores que los de R(-)-KP'y éstos a su vez mayores que los de laformarac-KP.
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Tabla 82. Caracteristicas de |a estructura cristalina de las distintas formas de KP.

Muestra Punto defusion (°C) | Estructura cristalina | Morfologia
(DC) (Difraccién rayos X) (Micr. elect. barrido)

Rac-KP 9.1 SI-Digtinta a las otras | Prismas <50 um
muestras

R(-)-KP 75.8 SI-Distinta a las otras | Prismas <100 um
muestras

S(+)-KP 76.8 SI-Distinta a las otras | Prismas <250 um
muestras

Las diferencias encontradas entre los enantiémeros son debidas a su forma de purificacion a
partir de la forma rac-KP. Este hecho debera tenerse en cuenta posteriormente para justificar los
resultados obtenidos en la solubilidad y velocidad de disolucién de las distintas formas de KP en las

diferentes condiciones.

De los estudios de recristalizacién de KP a distintas proporciones de sus enantiomeros se
evidencié que la forma rac-KP se trata de un verdadero compuesto racémico y no de un compuesto
conglomerado. Se estudiaron proporciones intermedias entre 100% puro de cada uno de los
enantiomeros y la forma rac-KP compuesta por un 50% R(-)-KP y 50% S(+)-KP. Se observo la
cinética de transicion de un estado (enantiébmeros puros) a otro estado estable (racémico puro en
proporcion 50%/50%) pasando por las diferentes etapas metaestables. Los resultados obtenidos se
muestran en latabla 83.
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Tabla 83. Punto de fusion y comportamiento de las mezclas recristalizadas de |os enantiomeros de KP.

R(-)-KP//S(+)-KP Estado Punto de fusién (°C)
100% // 0% Estable 78.92

85% // 15% Metaestable 71.30// 81.58

75% I/ 25% Metaestable 70.86 // 88.01

65% // 35% Metaestable 69.59 // 92.77

50% // 50% Estable 95.11

35% // 65% Metaestable 67.77 1/ 91.81

25% Il 75% Metaestable 71.15//87.82

15% // 85% Metaestable 72.38//81.24

0% // 100% Estable 76.04

Como se puede observar en la tabla 83, ambos enantiomeros dardn un resultado similar al
obtenido tras €l estudio calorimétrico directo. También para la mezcla fisica (50% R(-) // 50% S(+))
muestra como resultado un Unico punto de fusion correspondiente a compuesto formado y que
coincide con el obtenido tras el estudio calorimétrico de laformarac-KP. El estudio cristalografico de
la muestra rac-KP y del recristalizado de la MF (50%/50%) muestra que durante el proceso de
recristalizacion los enantiomeros reacomodan su estructura a la forma més estable, es decir la forma

racémica

1.2. TALIDOMIDA
Parala TH se procedio a redlizar e estudio de caracterizacion, tanto de su forma racémica,

como de los enantiomeros R(+)-TH y S(-)-TH por separado.

Durante el estudio calorimétrico de la TH también se observéd un diferente punto de fusion
entre la forma racémica y los enantiomeros. A su vez, la estructura interna observada por
difractometria rayos X también es semejante para los enantiomeros entre si, y ligeramente diferente

respecto de laformarac-TH. Mediante € estudio morfol 6gico, por observacion directa de los cristales,
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se observa una similitud entre los enantiémeros que a su vez difieren en su formay tamafio respecto a

su formarac-TH.

Dichas diferencias seran tenidas en cuenta, como en el caso anterior, para los posteriores

estudios de solubilidad y velocidad de cesion en las distintas condiciones.

Tabla 84. Caracteristicas de la estructura cristalina de las distintas formas de TH.

Muestra Punto de fusién (°C) | Estructura cristalina | Morfologia
(DSC) (Difraccion rayos X) (Micr. elect.
barrido)
Rac-TH 270.0 Sl Acicular <100 pm
R(+)-TH 255.0 Sl-Semejantea S(-)-TH | Acicular <20 pm
S(-)-TH 258.0 Sl-Semejante aR(+)-TH | Acicular <20 um

1.3. RICOBENDAZOL
Por dltimo para el RBZ y debido a que hasta este momento no existe disponibilidad de las

formas enantioméricas se realiz6 la caracterizacion utilizando tan sblo la forma racémica

La caracterizacion de su estructura cristalina de la forma racémica se hizo de la misma forma

que para los farmacos anteriores.

Tabla 85. Caracteristicas de las estructura cristalina de rac-RBZ.

Muestra Punto de fusién (°C) | Estructura cristalina | Morfologia
(DC) (Difraccion rayos X) (Micr. elect.
barrido)
RBZ 75.0 Sl Irregular  Mdiltiples
tamarios
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2. ESTUDIOS DE LA SOLUBILIDAD EN LASDISTINTAS CONDICIONES

L os estudios de solubilidad se realizaron en dos condiciones distintas de temperatura: en bafio
de agitacion a 37°C y en condiciones de sobrepresion en un autoclave a 120°C durante 20 minutos.
Teniendo en cuenta |os estudios de caracterizacion de la estructura cristalina de las distintas formas de

los farmacos en estudio obtuvimos los siguientes resultados:

2.1. KETOPROFENO

e Bafio de agitacion a37°C
Distintos pH's
Teniendo en cuenta las caracteristicas de acido débil que posee el KP, su solubilidad se vera

aumentada segiin aumenta € pH de la solucién para todas las formas de KP estudiadas. El aumento de

la solubilidad se produce de manera proporcional desde los pH &cidos hacialos pH béasicos utilizados.

Debemos sefidar que para la MF de ambos enantiomeros (1:1) se observé una diferencia
enantioselectiva (figura 116) significativa (p<0.05) en cuanto a la solubilidad de los enantiomeros,
siendo en todos los casos mayor la solubilidad del enantibmero S(+)-KP. Este valor de mayor
solubilidad, se debe a una mayor velocidad de disolucion del enantiomero S(+)-KP con respecto a R(-
)-KP. Este hecho parece que esta directamente relacionado a la distinta estructura interna que poseen

los enantidmeros, sefialada en el apartado anterior.

m@ Ratio Rac S(+)/R(-)
O Ratio MF S(+)/R(-)

Ratio MF S(+)/R(-)
Ratio Rac S(+)/R(-)

pH

Figura116. Ratios S(+)/R(-) delamuestrarac-KPy delaMF (1:1) adistintos pH
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En la figura 116 se muestran también los ratios S(+)/R(-) de la muestra rac-KP y de la
muestra MF (1:1). Como se puede observar, no existen diferencias significativas (p>0.05) a ningtin pH

estudiado cuando |os enantiémeros de la forma rac-K P son analizados.

Observando los resultados obtenidos podemos decir también que para la MF (1:1) los ratios
S(+)-KP/R(-)-KP disminuye segiin nos vamos acercando alos pH més &cidos y por tanto disminuye la
solubilidad de la molécula. Por tanto la velocidad de disolucion del S(+)-KP traducido en solubilidad
obtenida con respecto a R(-)-KP se ve acelerada cuando el pH del medio es favorable ala solubilidad
del KP, esdecir, apH basicos.

Incorporacion de agentes solubilizantes
Por otro lado, la incorporciéon de agentes solubilizantes como por ejemplo distintos tipos de

CD (B-CD, HPBCD y y-CD) en la solubilizacion de |os enantiomeros de la forma rac-KP fue también
estudiada. Hay que tener en cuenta que la HPBCD se trata de una molécula con propiedades quirales
gue podra producir interacciones enantiosel ectivas que den como resultado distinta solubilidad de los
enantidmeros. También se procedid a introducir otros agentes hidrotrépicos en las muestras que
poseen las CD mencionadas anteriormente. Dichos agentes seran, la PVP, y la HPMC , esta Ultima
posee también domos quirales en su estructura y por tanto es a su vez susceptible de formar
interacciones enantioselectivas. El pH de la solucion también fue modificado con la TEA

(trietanolamina), molécula que alcalinizala solucién y por tanto favorece la solubilizacién del KP.

- Efecto de la ciclodextrinas y los polimeraos hidrosolubles
Se produce un aumento de solubilidad de los enantiomeros de la forma rac-KP en todas las

muestras a las que se les incorporan las CD, siendo el mayor aumento el logrado con la HPBCD 10%
(aproximadamente 23 veces). El aumento en la solubilidad de los enantiomeros de la forma rac-KP

anadiendo 3-CD 10% y y-CD 10% es similar (aproximadamente 3 veces).

Por otro lado los polimeros hidrosolubles (PVP 0.25% y HPMC 0.25%) no modificaron la
solubilidad de los enantiémeros de la forma rac-KP cuando son afiadidas a medio que no contiene

ninguna de las CD estudiadas. Por tanto no gjercen ningun tipo de interaccion (sea positiva o negativa)



Discusion final 289

bajo estas condiciones de trabgjo y la solubilidad de los enantiémeros de la forma rac-KP permanece

igual gue en la solucidn de partida que tan solo contiene agua destilada.

La combinacién de las CD con los polimeros hidrosolubles (PVP 0.25% o HPMC 0.25%) no
posee relevancia en el caso de las soluciones preparadas con B-CD y y-CD a concentracion de 10%,
debido a que los valores de solubilidad son précticamente los mismos que los registrados para la

solubilidad de los enantiomeros de rac-K P en presenciatan solo de la CD que corresponda.

Sin embargo cuando la HPBCD es utilizada en combinacion con los polimeros hidrosolubles,
nos encontramos con una interaccién positiva por parte de la HPMC 0.25% y la HPBCD que se
traduce en una mayor solubilidad con respecto a la muestra que tan solo contiene dicha CD, mientras

gue laadicion de la PVP 0.25%, no produce interaccién algunay la solubilidad permanece inaterada.

- Ciclodextrinas, polimeros hidrosolubles y efecto del pH
De nuevo se estudia e pH en la solubilidad de los enantiomeros de rac-KP. Esta vez

utilizamos un agente alcalinizador del medio, como es la TEA. El pH alcalino que se produce en €
medio provoca un aumento en la solubilidad por la ionizacion de la molécula. La combinacion de la
TEA con las CD provoca un aumento en la solubilidad en proporcion a obtenido cuando tan sélo la
CD era adicionada a medio. Por tanto el mayor aumento de solubilidad total se registra para la
HPBCD 10% (aproximadamente el doble que sin la TEA). Sin embargo, la solubilidad total de los
enantiomeros de rac-KP aumenté més en proporcion cuando la TEA es afiadida a las muestras que

contienen laB-CD y y-CD (aproximadamente 5 veces méas) Ver figura 117.
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30+

OR(-)-KP
OS(+)-KP

25+

20

Cs (mM) 15+

10

Agua BCD BCD+TEA HPBCD  HPBCD+TEA GCD GCD-TEA

Figura 117. Comparativa de los distintos tipos de CD (HPSCD, -CD y »CD) en presencia
dela TEA'y repercusiones en su solubilidad.

Como se puede observar en la figura 117, la solubilidad de los enantiomeros de rac-KP
aumenta en presencia de las CD. La que da mayores valores de solubilidad sera la HPBCD 10%,
seguida de lay-CD y por ultimo la -CD. Cuando se adiciona la TEA a medio podemos comprobar
que los mayores valores de solubilidad se obtienen por la alcalinizacion del medio que posee la
HPBCD 10%. Sin embargo proporcionalmente se producen mayores aumentos cuando se alcalinizan

aquellos medios que contiene las otras dos CD (B-CD y y-CD).

La combinacién de los tres factores: CD, polimerosy TEA, produce diferentes efectos segln
la CD utilizada. Por ejemplo, parala HPBCD 10% y la 3-CD, la adicion de laHPMC 0.25% a medio
acalinizado provoca un ligero aumento en la solubilidad, mientras que cuando la PVP 0.25% es
adicionada |a solubilidad obtenida es similar a la registrada tan solo con las CD. Sin embargo, parala
v-CD obtuvimos una interaccion negativa de las muestras que contiene tanto la HPM C 0.25% como la
PVP 0.25% que se traduce en un descenso de la solubilidad con respecto ala muestra que contiene tan

sdlo lay-CD en combinacion con la TEA.
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L os comportamientos explicados anteriormente se detallan a continuacion en latabla 86:

Tabla 86. Resumen del comportamiento de la solubilidad de los enantiémeros de rac-KP en presencia
de soluciones que contienen distintos tipos de CD (3-CD, HPBCD y y-CD) con o sin adicién de HPMC

0.25% o PV P 0.25%, en un medio acalinizado con la TEA.

Agua des. HPACD 10% SCD 10% 7-CD 10%
Agua des. Baja Aumento Aumento Aumento

solubilidad solubilidad solubilidad solubilidad

(23 veces) (3 veces) (3 veces)

Agua des.+HPMC | Bgja Interaccién + No influye No influye
0.25% solubilidad. Aumento

No influye
Agua des+PVP | Bga Noinfluye Noinfluye Noinfluye
0.25% solubilidad.

No influye
TEA Aumento Aumento Aumento
Agua des.+HPMC | ---- Noinfluye Interaccion + Interaccion -
0.25%+TEA
Agua des+PVP | ---- Interaccion — No influye Interaccién -
0.25%+TEA Descenso

Se estudiaron la posible aparicién de diferencias enantiosel ectivas en las distintas condiciones
paratodasy cada una de las muestras descritas anteriormente. Para ello se calcul6 € ratio S(+)-KP/R(-

)-KP de los enantiomeros de la forma rac-KP. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:
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Figura 118. Ratio R(-)/S(+) de la muestra rac-KP con distintos tipos de CD en distintas
condiciones.

Como se puede observar en la figura 118 no existen diferencias enantioselectivas entre los
enantiomeros de la muestra de rac-K P que fueron estudiados con distintos tipos de CD y otros agentes
solubilizantes, y con el modificador de pH.

La proximidad de ratio a 1 en todas los condiciones reflgja la inexistencia de interacciones
enantiosel ectivas entre los enantibmeros de rac-KPy laHPBCD 10% o la HPMC 0.25%, agentes que

como ya hemos dicho anteriormente poseen carbonos asimétricos en su estructura susceptibles de
originar diferencias enantiosel ectivas.

- HPBCD vy distintos pH
Por sus propiedades asimétricas, asi como su mayor solubilidad que dieron lugar alos mejores

resultados para los enantiomeros de las muestras de rac-KP, se selecciondé la HPBCD 10% para

estudiar la solubilidad de los mismos alos distintos pH utilizados anteriormente sin €l uso de las CD.
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La HPBCD 10% aumenta la solubilidad a todos los pH estudiados, tanto a pH &cidos como
basicos, € aumento en la solubilidad se debe mayoritariamente a su inclusién en la cavidad de la
misma. De ahi que paralos enantiomeros de |la forma rac-KP, la solubilidad que se obtiene es similar a
todos los pH estudiados (entre 12y 18 mM).

Sin embargo para los enantiomeros puros de KP, y debido a sus caracteristicas cristalinas
aumentan su solubilidad de nuevo, por encima de los niveles alcanzados. EI comportamiento, en

cuanto ala solubilidad obtenida a su vez es similar atodos los pH (aproximadamente 50 mM).

Para la MF (1:1) también obtenemos una mayor solubilidad a todos los pH y de nuevo
volvemos a registrar una mayor velocidad de disolucién en el medio para el enantiomero S(+)-KP que

serd comentado posteriormente con mas detalle.

Se pretendié observar la influencia que posee dicho agente solubilizante, que como ya hemos
sefidlado anteriormente, posee propiedades quirales en su estructura. Seguin los resultados encontrados, la
utilizacion de la HPBCD 10% provoca un aumento significativo (p<0.05) en la solubilidad de los
enantiémeros tanto de laformarac-KP, como de laMF (1:1). Como se puede observar en lafigura119, y
desde un punto de vista cristalino, de nuevo los enantiomeros que provienen de la forma rac-KP tendran
el mismo comportamiento, en cuanto a solubilidad, y de ahi que su ratio sea practicamente igual a 1 a
todos los pH estudiados.

Por otro lado |os enantidmeros puros que conforman la MF (1:1), tendrén de nuevo diferentes
propiedades en cuanto a su solubilidad. De ahi que los ratios S(+)/R(-) es diferente ala unidad a los pH
maés bajos, conservando practicamente el ratio que se obtuvo en agquellas muestras que no contenian
HPBCD 10%. A pH superiores y que dieron las mayores diferencias en las muestras que no
presentaban HPBCD 10%, € ratio esta vez es 1, por tanto lainfluencia del pH y de la presencia en €
medio del agente solubilizante favorece la solubilizacion de la estructura mas soluble (S(+)), como de
la menos soluble (R)(-)), por medio de la inclusion de ambos tipos de enantiomeros en la cavidad
hidréfoba de laHPBCD 10%.
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3,5
12

Ratio Rac S(+)/R(-)
Ratio MF S(+)/R(-)

Figura 119. Ratios §(+)/R(-) de la muestra rac-KP y de la MF (1:1) a distintos pH, en presencia de
HPACD 10%.

e Sobrepresion y altas temperaturas en € autoclave

Lo que se pretendi6é observar bajo estas condiciones forzadas de presion y temperatura es €l
aumento de solubilidad de los enantiomeros de KP en soluciones gue contienen HPBCD, ademés de
ver s existen interacciones enantiosel ectivas entre el agente solubilizante quiral y los enantiomeros de
KP. Los estudios previos se realizaron con el rac-KP en distintas soluciones (agua 'y pH 9.0) con
concentraciones crecientes de HPBCD, y se observo que efectivamente existia un aumento lineal de la
solubilidad de los enantiémeros de rac-KP en ambos medios estudiados. El estudio de los parametros
de solubilidad nos llevd a la conclusion de que los complejos formados en agua desionizada son
mucho més estables que aquellos que se forman a pH 9.0. De nuevo, no se encontraron diferencias
enantioselectivas entre la solubilidad de uno y otro enantidmero de la forma rac-KP en ningln caso y
en ninguno de los dos medios estudiados.

Partiendo de estos primeros resultados obtenidos se tomo la concentracion de 10% de HPBCD,
y se prepararon soluciones a las que a su vez se les adicionaron, distintas proporciones de los agentes
higrotrépicos como la PVP (0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 y 0.25) o la HPMC (0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 y

0.25), con o sin modificacion de pH por medio de la TEA. Con este estudio se pretendi6 observar la

influencia que estos factores poseen en e aumento de solubilidad debido a la capacidad que tienen los
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polimeros hidrosolubles para ayudar ala acomplejacion de la molécula por la CD en estas condiciones

forzadas. Ademés observaremos también la posible aparicion de diferencias enantiosel ectivas.

Resultados de laHPMC versus PVP.

Se procedié a comparar los distintos resultados obtenidos para ambos polimeros utilizados.
Para ellos mostramos dos figuras (figura 120 y 121). La primera de ellas muestra los resultados
correpondientes a la solubilidad de los enantiémeros de rac-KP en las distintas proporciones de
HPMCy PVP.

60,00+

50,00

40,00+

ER
Cs (mM) 30,00 as
ER
as

~

-)-KP (HPMC)
+)-KP (HPMC)
-)-KP (PVP)
+)-KP (PVP)

~ ~

~

20,00

10,00

0,00
0% 0,05% 0,10% 0,15% 0,20% 0,25%

Figura 120. Comparativa de la solubilidad de los enantiomeros derac-KP conun 10% HPACD y
diferentes proporciones de PVP y HPMC.

Como se puede observar en todos |os casos estudiados la complejacion de los enantidmeros de
rac-KP por laHPBCD serd mayor cuando se adiciona HPMC a medio, y sobre todo en la proporcion
de 0.25%.

Por otro lado tras modificar el pH del medio, en muestras con distintas cantidades de HPMC y
PV P se muestran a continuacion:
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120,00+

100,00+
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ER(-)-KP (HPMC)
Cs (mM) 60,00 O S(+)-KP (HPMC)
B R(-)-KP (PVP)
40,00+ OS(+)-KP (PVP)
20,00
0,00-
0% 0,05% 0,10% 0,15% 0,20% 0,25%

Figura 121. Comparativa de la solubilidad de los enantiémeros de rac-KP con un 10 % HPACD y
diferentes proporciones de PVP y HPMC en un medio alcalinizado por la TEA.

Como se puede observar en la figura 121, la solubilidad de los enantiomeros de KP, se ve
aumentada en todos los casos con respecto a los resultados mostrados en la figura 120, este hecho se
debe como ya hemos explicado repetidamente a la influencia que gerce el pH acalino sobre la
ionizacion del rac-KP, y por tanto dadas sus caracteristicas de acido débil, aumenta su solubilidad en
un medio de pH alcalino.

Por otro lado se observa que la complejacion de los enantiomeros de rac-KP con la HPBCD
10% es siempre mayor cuando se utilizala HPMC, hasta una proporcion de 0.15%, donde se produce
el aumento maximo de solubilidad registrado para los enantiémeros de rac-KP. Por otro lado a partir
de dicha proporcion la solubilidad del rac-KP desciende (aproximadamente un 40%), y origina unos
resultados en las proporciones de 0.20 y 0.25% incluso menores a los registrados utilizando laPVP.

Los mejores resultados obtenidos cuando €l polimero utilizado es la PVP se encuentran en las
proporciones de 0.20 y 0.25% en el medio que a su vez esta alcalinizado en presenciade TEA.

La solubilidad obtenida para los enantiomeros de KP en estas condiciones es mucho mayor
que aguella que fue obtenida en el bafio de agitacion a 37°C. La figura 122 que se muestra a

continuacion muestra algunos datos comparativos entre la solubilidad obtenida en el bafio de agitacion
y tras el ciclo en el autoclave:

120,00
100,00

80,00

Cs (mM) 60,001
40,00

20,00

0,00+
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HPBCD 10% (Bafio 37°C)

HPBCD 10% (Autoclave)

HPBCD 10%+HPMC 0.25% (Bafio 37°C)
HPBCD 10%+HPMC 0.25% (Autoclave)
HPBCD 10%+TEA (Bafio 37°C)

HPBCD 10%+TEA (Autoclave)

HPBCD 10%+TEA+HPMC 0.25% (Bafio 37°C) G
HPBCD 10%+TEA+0.20% HPMC (Autoclave) H

MTMoOO®>

Figura 122. Comparativa resultados de solubilidad entre bafio de agitacion a 37°C y
autoclave (con HPMC).
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HPBCD+PVP 0.25% (Bafio 37°C)

HPBCD 10%+0.20% PV P (Autoclave)
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HPBCD 10%+TEA+PV P 0.25% (Bafio 37°C)
HPBCD 10%+0.20% PVP+TEA
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Figura 123. Comparativa resultados de solubilidad entre bafio de agitacion a 37°C vy
autoclave (con PVP).
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A lavista de los resultados obtenidos, la solubilidad de los enantiomeros de KP aumenta en
mayor cuantia para las muestras sometidas tras el ciclo en e autoclave, principamente cuando la
muestra posee ademas laHPMC 0.15% o PVP 0.20%, TEA y laHPBCD 10%.

En la figura 124, se muestra € ratio R(-)/S(+) de rac-KP en presencia de soluciones que

contienen HPBCD 10%, y distintas proporciones de HPMC o PVP:

Ratio R(-)/S(+)

0,4

-0,2
Ratio R(-)/S(+) PVP

Ratio R(-)/S(+) HPMC

0.20%

0.25%

Figura 124. Ratio R(-)/S(+) de los enantiomeros de rac-KP con un 10% HPBCD vy diferentes
proporcionesde PVPy HPMC.

Como se puede observar en la figura 124, € ratio de los enantiomeros es practicamente 1 en
todos los casos, por lo tanto la HPMC y HPBCD no gercen influencia enantioselectiva en los
enantiomeros de rac-KP.
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A continuacién repetiremos el estudio pero esta vez se utilizan las muestras al calinizadas con
laTEA parafavorecer lasolubilidad del KP.

1,44

1,34

Ratio R(-)/S(-) 1,1

0,94

0,8

0,7

Ratio R(-)/S(+) PVP
Ratio R(-)/S(+) HPMC

0.20%

0.25%

Figura 125. Ratio R(-)/S(+) de los enantiomeros de rac-KP con un 10% HPBCD vy diferentes
proporciones de PVPy HPMC en un medio alcalinizado por laTEA.

Como se puede observar en la figura 125, € ratio R(-)/S(+) permanece practicamente igual a

1 en todos los casos, no existen diferencias enantiosel ectivas entre uno y otro enantiomero en ninguna
de las condiciones ensayadas.

Enantidmeros puros y mezcla fisica

También realizamos estudios utilizando los enantiémeros puros distintas en condiciones

parecidas a las estudiadas con € KP racémico. Los resultados obtenidos se pueden observar en la
siguiente figura:
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40,00 -
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Figura 126. Cs (mM) de las distintas formas de KP(R(-) y S(+) puros y la MF (1:1) de ambos, en
distintas condiciones.

Como se puede observar en la figura 126 la solubilidad de los enantiomeros puros de
aumenta cuando se adiciona al medio la HPACD 10%. Por otro lado la adicion al medio de los
polimeros hidrosolubles, HPMC o PVP favorece la solubilidad de la forma S(+)-KP mientras que la
forma R(-)-KP ofrece précticamente |os mismos valores de solubilidad que los obtenidos tan sdlo con
la HPACD 10%. Por otro lado el cambio de pH en el medio por medio de la adicion en presencia de
la HPACD vy los polimeros hidrosolubles (HPMC o PVP) provocan un aumento de solubilidad,

fundamentalmente del enantiémero S(+)-KP puro.

La MF (1:1) de ambos enantiomeros provocara nuevamente un comportamiento diferente
para uno y otro enantiémero, en cuanto a la velocidad de disolucion que poseen. Sendo de nuevo €
enantiomero §(+)-KP e que posee una mayor velocidad de disolucion y destaca por tanto con una
mayor solubilidad final que la obtenida para €l enantiémero R(-)-KP en la mezcla fisica de ambos
(1:1). Esto es debido a que como ya hemos dicho anteriormente, la estructura interna cristalina de

uno y otro enantiomero es diferente, y de ahi las diferencias encontradas.
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Estudiaremos también la posible aparicién de diferencias enantioselectivas cuando se utiliza

la MF (1:1), en lugar de la forma rac-KP. La MF (1:1) se incluira en la solucién con 10% HPACD
con PVP y HPMC con o sin e modificador de pH, TEA.

A continuacion se muestra la figura 127 que contiene los resultados deratio  S(+)/R(-).

3w/\
2,5

2,
Ratio S(+)/R(-) 1,5 /
1—4

0,5

0

K.MF.1
K.MF.2

K.MF.3 i 8
K.MF.4 Ratio S(+)/R(-)

K.MF.5
K.MF.6

Figura 127. Ratio S(+)/R(-) de la MF (1:1) con un 10% HPBCD y HPMC o PVP en un medio
alcalinizado en ciertos casos con TEA.

Como se puede observar en la figura 127, los resultados correspondientes al ratio S(+)/R(-)
de los enantiémeros de la MF (1:1) de S(+)-KP y R(-)-KP vuelve s se diferente a y mayor de 1, al
igual que sucedia en la pruebas realizadas en e bafio de agitacion a 37°C, cuando también se

utilizaba la MF (1:1) era utilizada, 1o que nos confirma diferencias enantiosel ectivas.

Este comportamiento diferente no se debe a la presencia en el medio de agentes quirales sino

a las propiedades intrinsecas de los cristales, tal y como ya hemos comentado con anterioridad.
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2.2. TALIDOMIDA
¢ Bafio de agitacion a 37°C

Los ensayos en e bafio de agitacion a 37°C se hicieron a distintos pH y a distintas
concentraciones de la CD més hidréfila, la HPBCD, utilizando muestras que contienen la muestra rac-
TH y la MF (1:1). Debemos decir también que a contrario que para los enantiomeros puros de KP,
dado que las caracteristicas de estructura interna de los enantiomeros de TH es précticamente la
misma, no deberian dar resultados diferentes. Nos detendremos en el estudio de la posible aparicién de

interacciones entre los enantiémeros de laforma rac-TH en las distintas condiciones estudiadas.

La TH es una molécula que como ya hemos sefialado anteriormente posee caracteristicas
basicas y por lo tanto aumenta su solubilidad segin disminuye e pH de la solucién en la que se

encuentre.

Lafigura 128 que se muestra a continuacion muestra el ratio R(+)/S(-) de las muestras de rac-
THy MF (1:1) adigtintos pH:
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Figura 128. Ratio R(+)/S(-) de la muestra rac-TH y de la MF (1:1) a distintos pH

Segun los resultados obtenidos, podemos decir que los enantidmeros puros de TH también
aumentaron su solubilidad segin e pH del medio en e gue se encontraron iba disminuyendo, en
ninguno de los pH estudiados aparecen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
ambos. Tampoco entre los enantiémeros de la forma rac-TH aparecen diferencias enantioselectivas
significativas (p> 0.05), comportandose la solubilidad de la misma manera, disminuye ésta segun
disminuye el pH. Este hecho se debe a las caracteristicas similares que poseen en su estructura los

enantiomeros de TH y que se comprob6 por medio del estudio de su estructurainterna cristalina.

Por otro lado también se estudio € comportamiento de los enantiémeros de la muestra rac-TH
y de los enantiémeros puros de TH, en presencia de distintas concentraciones de HPBCD, molécula
gue como ya se ha dicho anteriormente posee propiedades quirales y que pude provocar interacciones

enantiosel ectivas con |os enantidmeros.

La solubilidad de los enantiémeros de rac-TH aumenta proporcionalmente a la cantidad de
HPBCD adicionadas a medio, hasta € 15%, cantidad a partir de la cual la solubilidad permanece
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constante. Los complejos de inclusion formados son de tipo estable, manteniéndose en un adecuado
equilibrio entre las moléculas de cada enantiomero libres y las que estdn inmersas en la cavidad de la
HPBCD. Los enantiomeros puros aumentan a su vez proporcionalmente y en mayor cantidad su
solubilidad a medida que se va adicionando CD al medio. Los complejos formados también son de
tipo estable por tanto se mantiene e equilibrio adecuado entre los enantiomeros libres y aquellos que
se encuentran inmersos en la cavidad. El mayor aumento de la solubilidad de los enantiomeros puros
gue de aquellos que provinen de la forma rac-TH se debe a la estructura cristalina que hemos
observado previamente en € estudio. Los enantidbmeros puros poseen mayor solubilidad debido al

menor tamafio de particulay punto de fusion, que laformarac-TH.

Para observar, € posible comportamiento estereosel ectivo de los enantiomeros de rac-TH, y de

los enantidémeros puros calculamos € ratio R(+)/S(-)-TH.

Lafigura 129 muestra los ratios de los enantiomeros R(+)/S(-)-TH en las condiciones descritas

anteriormente;
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Figura 129. Ratio (+)/R(-) de la muestra rac-TH y de los enantidmeros puros a distintas
concentraciones de HPSCD

A lavista de los resultados mostrados, de nuevo, no existe diferencia entre los enantiémeros de
TH pertenecientes ala mezcla racémica. Por otro lado para €l estudio realizado para los enantiomeros
puros de TH por separado observamos que ambos ofrecen € mismo comportamiento a todas las
concentraciones de HPBCD. Este hecho es I6gico debido a que su estructura cristalina es muy
semejante como ya hemos explicado anteriormente.
e Sobrepresiony altas temperaturas en el autoclave

Los estudios de solubilidad de TH fueron realizados con la forma racémica debido a que no
poseiamos suficiente muestra de los enantiémeros. De nuevo se comprobara que los enantiomeros de
TH que provienen de la forma racémica aumentan su solubilidad a medida que aumenta la proporcion
de la HPACD presente en e medio. Los complejos formados seran de carécter estable por

encontrarse las constantes de formacion dentro de los valores aceptados en la bibliografia.

De nuevo se selecciond la concentracion de HPACD 10% como la ideal para hacer el resto de

estudios de solubilidad. Dichos estudios de solubilidad fueron realizados en presencia de la HPSCD
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10% y HPMC o PVP, y/o acidos organicos (citrico o tartarico) con € fin de observar posibles
interacciones enantiosel ectivas.

Las muestras que fueron preparadas en combinacion de distintos polimeros hidrosolubles y
acidos organicos, demuestran que la complegjacion de los enantiémeros de TH por la HPACD se ve
facilitada al adicionar los polimeros hidrosolubles al medio de trabajo, tanto la PVP como la HPMC.
Sn embargo la acidificacion del medio por parte de los acidos organicos, no provocé un aumento
considerable, comparado al obtenido mediante la adicion de HPACD con o sin combinacion con la
HPMC o PVP. Por Ultimo las combinaciones de ambos factores, polimeros hidrosolubles y &cidos
provocd un descenso (marcada interaccion negativa) en la solubilidad principalmente en aquellas
muestras que poseen la HPACD combinada con la PVP y el &cido citrico o tartérico. En la figura 130

se muestran las mejores condiciones para aumentar la solubilidad de los enantiémeros de rac-TH.

Cs(mM)

O Rac-R(+)
W Rac-S(-)

Rac-S(-)
Rac-R(+)

Figura 130. mM de los enantiomeros de rac-TH en las mejores condiciones para su solubilizacion.
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El ratio de R(+)/Y-) de

la forma rac-TH en distintas las condiciones, se presenta a
continuacioén en la figura 131.:

1,25

RHISH) 1

R()S()

TH9

TH10

Figura 131. Ratio R(+)/S(-) de la muestra de rac-TH en presencia de HPMC o PVP, &cido citrico o
&cido tartérico en presencia o ausencia de HPBCD 10%.

Como se puede observar los valores del ratio R(+)/S(-)-TH son muy préximos a la unidad por
los que no existen diferencias enantiosel ectivas, en ninguna de las condiciones estudiadas. Este hecho
es logico debido a la estructura interna de los cristales de rac-TH. Tampoco se observan
interacciones entre los enantidmeros y los agentes quirales incluidos en el medio, como la HPACD, la

HPMC o é &cido tartarico, que originen diferencias enantioselectivas en la solubilidad de los
enantiomer os.
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2.3. RICOBENDAZOL
e Bafio de agitacion a 37°C

Los ensayos en € bafio a 37°C tan solo se hicieron con la muestra de rac-RBZ debido a que no
se dispuso de suficiente muestra de los enantiomeros para hacer los estudios correspondientes. Los
ensayos que se realizaron fueron bajo diferentes pH, los cuales demostraron que igual que para los
farmacos estudiados anteriormente, los enantiomeros de rac-RBZ aumentan su solubilidad a medida
que disminuye € pH, por tratarse de una molécula bésica, y que no existen diferencias

enantioselectivas entre uno y otro atodos los pH estudiados.

Para observar las posibles interacciones que se puedan producir con agentes que poseen
propiedades asimétricas, se utilizaron distintos tipos de CD (agentes solubilizantes por complejacién
de la parte hidréfoba del farmaco en su cavidad que posee a su vez también caracteristicas hidréfobas).
Las CD utilizadas fueron, a igual que parael KP, 3-CD, HPBCD y y—CD al 10%, siendo laHPBCD la
gue posee carbonos asimétricos en su estructura y que sera susceptible de formar interacciones
enantioselectivas con los enantidmeros. Por otro lado también se utilizaron otros componentes, tales
como los agentes higrotropicos, PVPy HPMC, polimeros hidrosolubles que facilitan la formacion de
complejos del f&rmaco con la CD correspondiente. LaHPMC serd el agente que posee |as propiedades
quirales y que podra originar ademas de un aumento en la solubilidad, interacciones enantiosel ectivas.
Por ultimo, y como ya hemos sefialado, €l RBZ posee caracteristicas bésicas y aumenta su solubilidad
apH é&cidos, por lo tanto utilizamos también &cidos organicos, acido citrico y tartérico que modificaron
el pH de la solucion, torndndolo mas &cido y por tanto favoreciendo la solubilizacion de RBZ. El &cido
tartérico se trata de una molécula que posee asimetria en su estructura, por tanto también sera capaz de

formar interacciones que den origen a diferencias entre la solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ.

La solubilidad de los enantiémeros de RBZ aumenta ligeramente y en la misma cuantia en €l
medio que posee tan solo los polimeros hidrosolubles, la PVP 0.25% o laHPMC 0.25%. Por otro lado
la adicién de los é&cidos organicos (citrico o tartarico) aumenta a su vez la solubilidad de los

enantiémeros de rac-RBZ y en mayor medida que con los polimeros hidrosolubles. Este hecho es
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debido al cambio de pH que producen en el medio, torndndolo écido, pH que favorece la solubilidad

de lamolécula

La adicion de los ditintos tipos de CD al medio, provoca un aumento similar y mayor parala
B-CD y la HPBCD que para lay-CD. Este hecho se debe a que la cavidad de esta Ultima es mayor y
por tanto la inestabilidad del complejo también es menor. Incluso la solubilidad que se obtiene es

menor que la obtenidatras la acidificacion del medio por medio de los &cidos organicos.

Para todas las CD estudiadas, la combinacién de las mismas con los polimeros hidrosolubles
(HPMC o PVP) provoca una disminucion en la solubilidad de los enantiomeros de RBZ, respecto ala
solubilidad obtenida con las CD. Este hecho reflgja por lo tanto una interaccion negativa de los

polimeros en las citadas condiciones, sobre todo cuando se utilizan en combinacion con lay-CD.

La combinacion de los acidos organicos con las CD, provocé en todos |0s casos un aumento de
la solubilidad, en comparacion con aquellas muestras a las cuales tan solo se |les habia adicionado el

acido citrico o tartérico y que ya fueron comentadas previamente.

Las distintas posibles combinaciones entre |os &cidos organicos y los polimeros hidrosolubles
con las distintas CD estudiadas no dieron aumentos de solubilidad significativos para los enantiémeros
de rac-RBZ, sin embargo provocaron interacciones negativas con un descenso de la solubilidad en
todos los casos, y mas acusado para la HPBCD 10%. Las combinaciones que provocan interacciones
negativas son: HPMC 0.25% y &cido tartarico, laHPMC 0.25% y écido citricoy laPVP 0.25% y &cido
citrico. La unica combinacion que al menos no interfirié en la solubilidad fue la combinacion de la
PVP 0.25% con el &cido tartarico.

La combinacion de las CD con los polimeros hidrosolubles y los &cidos organicos no ofrece
mayores ventgjas para el aumento de solubilidad, sin embargo la combinacion de las CD con los
acidos organicos s que aumenta significativamente la solubilidad de los enantiébmeros de rac-RBZ,
con respecto a aumento que se consigue cuando las CD o los écidos orgénicos son utilizados por

separado.
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En resumen, los mejores resultados obtenidos de solubilidad para cada par de enantiémeros de

rac-RBZ en funcién de la CD utilizada se resume en la siguiente figura mostrada a continuacion:

5,
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Figura 132. mM de (-)-RBZ y (+)-RBZ en las mejores condiciones seguin tipo de CD utilizada.

Como se puede observar en lafigura132, el mejor tipo de CD para aumentar la solubilidad de
los enantiomeros de RBZ es la HPBCD 10%. Posteriormente la 3-CD y en dltimo lugar lay-CD. La
combinacion de éstas con los &cidos organicos provocé un aumento de la solubilidad de los
enantiomeros en todas las formulaciones y especialmente en las mostradas en la figura 132, laHPBCD
y €l &cido tartarico, lap-CD y el &cido citricoy lay-CD y el acido citrico. Este aumento de solubilidad
utilizando la combinacion de las CD con el cambio de pH provocado en el medio por el acido organico
correspondiente, provocd en todos los casos €l aumento de solubilidad al doble précticamente respecto

a la combinacion tan sélo con la CD. Por dltimo, la combinacién de las CD con los polimeros
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hidrosolubles (HPMC o PVP) y acidos organicos, ofrecié resultados muy variados que han sido
comentados anteriormente, y en practicamente todos |os casos ofrecieron interacciones negativas, y
por consiguiente un descenso en la solubilidad de los enantiomeros de RBZ. Tan sdlo la combinacién
acido tartarico y PVP con las tres CD ofreci6 un resultado parecido a aquel obtenido en ausencia del
polimero, por lo tanto no se justifica su uso para aumentar la solubilidad ya que ésta permanece igual
gue en lacombinacién de la CD con € écido organico.

A continuacién se observa € ratio, R(+)/S(-) de los enantiomeros de rac-RBZ, tras ser
estudiado en distintas condiciones en solucion con la 3-CD(figura 133), HPBCD (figura 134) y y-CD
(figura 135):

Ratio (-)/(+
1,8

Ratio (-)/(+)

R12 R13

R14

Figura 133. Ratio (-)/(+) de rac-RBZ en distintas soluciones que contienen f-CD en distintas
condiciones(con polimeros hidrosolubles y/o acidos organicos).
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Ratio (-)/(+)

R21
R22  po3

Figura 134. Ratio (-)/(+) derac-RBZ en distintas soluciones que contienen HPBCD en distintas

condiciones (con polimeros hidrosolubles y/o acidos organicos)
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Figura 135. Ratio de (-)/(+) de rac-RBZ en distintas soluciones que contienen y-CD en distintas

condiciones (con polimeros hidrosolubles y/o écidos orgénicos)

Como se puede observar en las figuras 133, 134 y 135 los ratios de los enantiomeros de la
forma rac-RBZ en todas las condiciones estudiadas siempre es similar a 1, por lo tanto no existen
diferencias significativas provocadas por interacciones enantioselectivas, con la HPBCD, la HPMC o

el &cido tartérico.

e Sobrepresion y altas temperaturas en €l autoclave.

Al igual que los ensayos en €l bafio a 37°C para el autoclave tan solo dispusimos de rac-RBZ,
y no de los enantiomeros puros. Se utilizara la concentracién de HPBCD 10% para preparar las
soluciones de rac-RBZ. A dichas soluciones se les afiadiran distintas proporciones (0, 0.05, 0.10, 0.15,
0.20, 0.25) de los polimeros hidrosolubles (PVP y/o HPMC) y acidos organicos (citrico y tartarico), y
se estudian los ratios de (-)/(+).

En los estudios previos realizados para |os enantiomeros de rac-KP a distintas proporciones de

HPBCD en presencia de distintos medios (agua desionizada, pH 1.2 'y pH 9.0), podemos decir que tras
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el ciclo en el autoclave la solubilidad de |os enantiomeros de HPBCD disminuye a los tres pH a partir

de 10%, actuando incluso ésta como catalizador de |a degradacion del RBZ.

Procedimos a redlizar distintas combinaciones de RBZ con la HPBCD a 10% y los polimeros
hidrosolubles en diferentes proporciones, con o sin la acidificacion del medio por medio de los é&cidos

organicos (citrico o tartérico).

Los mejores resultados para € aumento de la solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ se
obtuvieron con la HPBCD a 10% y la HPMC 0.15%, € resto de las proporciones de HPMC dard
menores resultados de solubilidad e incluso a HPMC 0.25% no se observo un aumento respecto a la
muestra que tan sdlo contiene la HPBCD 10%. La combinacion de las diferentes proporciones
polimero hidrosoluble con los acidos organicos (citrico o tartérico) no provoca un aumento en la
solubilidad respecto a los resultados obtenidos tan solo para el polimero hidrosoluble 0.15%. Por tanto
en todos los casos las combinaciones de estos tres factores ofrecen unos valores menores de
solubilidad.

Los diferentes valores de PVP afiadidos a medio poseerdn también una repercusion en la
solubilidad. El mejor valor de solubilidad para la PVP afiadida a la solucién que contiene 10% de CD
es la obtenida con una proporcion del 0.10%. De nuevo y en la proporcién de 0.25%, a igua que
sucedia para la HPMC, la solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ disminuyen. Por otro lado, la
combinacion de la CD, € polimero (en diferentes proporciones) y los acidos organicos (citrico y
tartérico) no provoca aumentos significativos en la solubilidad de los enantiomeros de rac-RBZ sino

gue practicamente obtenemos el mismo resultado en todas las combinaciones.

Las mejores combinaciones de RBZ con la HPBCD 10% y los polimeros hidrosolubles en

combinacion 0 no con los &cidos organi cos se muestran a continuacion;
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Figura 136. Meores resultados para las combinaciones de HPBCD 10% con la HPMC y los acidos
organicos.

8,00

7,00

6,00

5,00

Cs (mM) 4,00

O (-)-RBZ
B (+)-RBZ

3,00

2,00

1,00

0,00
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0.10% PVP 0.20%+ Ac.  0.25%+Ac Tart.
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Figura 137. Mejores resultados para las combinaciones de HPBCD 10% con la PVP y los é&cidos
organicos.
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En lafigura 138 se observan los ratios (-)/(+) de los enantiomeros de RBZ en presencia de la
HPBCD 10% en distintas proporciones de HPMC en presencia o ausencia de &cido citrico o é&cido
tartérico (50 mM).

Ratio (-)/(+)

Ac.Tart.

5
3]
<

Figura 138. Ratio (-)/(+) de los enantiébmeros de rac-RBZ en presencia de HPBCD 10%, y distintas
proporciones de HPMC y &cido citrico (50 mM) o &cido tartarico (50 mM)

Como se puede observar en la figura 138, €l ratio de (-)/(+) es précticamente 1 en todos los
casos estudiados. Incluso en aquellas muestras en |las que existe gran numero de componentes quirales,
sea HPBCD, HPMC y el &cido tartarico no se producen interacciones que sean €l origen de cambios en

|a solubilidad de uno de los enantiémeros.

En la figura 139 se observan los ratios (-)/(+) de los enantiomeros de RBZ en presencia de la
HPBCD 10% a distintas proporciones de PVP en presencia 0 ausencia de acido citrico o acido
tartarico (50 mM).
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Figura 139. Ratio (-)/(+) de los enantiomeros de rac-RBZ en presencia de HPBCD 10% a distintas
proporciones de PVP'y &cido citrico (50mM) o écido tartarico (50 mM).

De la misma manera que para e caso anterior, los enantidmeros de rac-RBZ siguen
conservando la misma solubilidad en los distintos casos, y por tanto €l ratio es practicamente igual a 1.
Este hecho se debe a la estructura interna cristalina de rac-RBZ.



3. VELOCIDAD DE DISOLUCION (MATRICES HIDROFILAS)

Como ya anticipamos a principio de esta discusion final, la velocidad de disolucién de los
f&rmacos también fue estudiada en distintas condiciones para observar la posible aparicion de
diferencias enantioselectivas, por medio de matrices hidréfilas elaboradas con excipientes quirales

(HPMC) y otras no quirales (Eudragit RL). Cada farmaco, se describe a continuacion:

3.1. KETOPROFENO
Las primeras matrices que fueron estudiadas para este farmaco, fueron elaboradas con laforma
rac-KP 6 la MF (1:1) y la HPMC 15. Los resultados obtenidos, expresados en ratio S(+)/R(-) se

muestran a continuacion:

15

10

Ratio S(+)/R(-)

-10
Ratio MF S(+)/R(-)

1 Ratio rac S(+)/R(-)

Tiempo (horas) 24

Figura 140. Ratio S(+)/R(-)KP a partir de matrices elaboradas con la forma rac-KP o la MF de los
enantiémerosy laHPMC 15.

Como se puede observar en la figura 140 e ratio S(+)/R(-) es mayor a 1 en ambos casos,
especialmente parala MF (1:1), tal y como se comento en |la parte de resultados y discusion calculando

en esa seccion los parametros cinéticos de las formulaciones y comprobando gue en la liberacion de
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los enantiomeros a medio interviene tanto la difusion del farmaco como la erosion de la matriz. Se
observo también una posible interaccion enantioselectiva para el R(-)-KP con laHPMC 15, excipiente
gue posee carbonos asimétricos en su estructura. Por otro lado, dicha interaccién se hace mucho més
acusada cuando el enantiomeros R(-) proviene de laformulacion elaborada con laMF (1:1). Volvemos
a obtener en este momento resultados similares a aguellos obtenidos anteriormente cuando se estudio
la solubilidad de las distintas formas de KP en las diferentes proporciones. De nuevo €l enantidbmero
puro R(-) parece poseer menor velocidad de disolucion que € S(+). De todos modos, tras el estudio de
los pardmetros cinéticos observamos la posible aparicion de una interaccion enantioselectiva del
enantiomero R(-)-KP perteneciente ala forma de rac-KP, obteniéndose en el perfil ratio de ésta valores
deratio mayores de 1.

Posteriormente, tratamos de estudiar la influencia del excipiente en la velocidad de disolucion
de los enantiomeros de KP. Para ello realizamos elaboramos las matrices con la MF (1:1) de los
enantidomeros de KP y e Eudragit RL, excipiente a su vez con propiedades de cesion sostenida. Se
repitieron los estudios en dichas condiciones. A continuacion se muestra la gréfica comparativa de los
ratios S(+)/R(-) obtenidos con lamatriz de HPMC 15y la de Eudragit RL .

15
13

11

Ratio S(+)/R(-)

o Rk W N@

Eudragit RL
1 HPMC 15
Tiempo (horas) 24

Figura 141. Ratio S(+)/R(-) obtenido a partir de matrices elaboradas con laHPMC 15 o Eudragit RL y
MF (1:1) de los enantiOGmeros puros.

El estudio de los pardmetros cinéticos de ambos enantidmeros en ambas formulaciones

demostrd que la cesion de los enantiomeros a medio, tanto a partir de la matriz elaborada con la
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HPMC 15 como con el Eudragit RL, dependia tanto de la difusién de los enantiémeros a través de la

matriz, como de la erosion de ésta.

Como se puede observar en lafigura 141, € ratio de la formulacion elaborada con la HPMC
15 siempre es mayor a 1, mientras que la matriz elaborada con €l Eudragit RL ofrece una cesién
similar entre ambos enantidmeros. Este hecho demuestra entonces la existencia de una interaccién
enantioselectiva entre e enantiémero R(-) y la HPMC 15 gue ya habia sido observada incluso en la
formulacion elaborada con la forma rac-KP. Dicha interaccion se hace méas importante cuando el
enantiomero puro R(-)-KP es utilizado para redizar el estudio. De nuevo volvemos a incidir en la

importancia de la estructura cristalina en |os resultados obtenidos.

Posteriormente elaboramos otras matrices que contenian la MF (1:1) y la HPMC 15 pero a
dosis menores para comprobar que la interaccion enantiosel ectiva encontrada para el enantiomero R(-
)-KP, puede ser debida también ala baja solubilidad de los enantiémeros de KP, y al efecto “no sink”
0 de saturacion del medio. A continuacion se presenta los ratios S(+)-KP/R(-)-KP obtenidos para las
formulaciones elaboradas con laHPMC 15y laMF (1:1) adistintas dosis (200, 100, 50 y 25 mg).
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_

Ratio S(+)/R(-) 4

25 mg
50 mg
100 mg

0,5

1

Tiempo (horas) 6

Figura 142. S(+)/R(-) ratio de los enantidmeros de KP en las diferentes formulaciones
elaboradas con laMF (1:1) (200, 100,50y 25 mg) y laHPMC 15

Como puede observarse en lafigura 142, cuando las condiciones de trabajo son “no sink” o de
saturacion, |a estereosel ectividad, es decir, la aparicién de lainteraccién enantioselectivade R(-) con la
HPMC 15 aparecen (200 mg). Sin embargo si la rigueza de las matrices se disminuye, y por tanto se
cumplen o se acercan a las condiciones “sink” entonces |os ratios son préacticamente iguales a 1 (100,
50 y 25). El estudio cinético para todas las formulaciones ofrecié resultados similares, siendo

responsable de la liberacion a medio tanto la difusién del enantiomero a través de la matriz, como la
erosion de lamatriz.
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3.2. TALIDOMIDA

Los comprimidos que se utilizaron fueron, solo elaborados con la forma rac-TH, debido a no
poseer suficiente cantidad de |os enantiGmeros puros.

Se e€laboraron matrices con rac-TH y HPMC 15 o Eudragit RL. Los resultados

correspondientes a los ratios R(+)/S(-) se muestran en la figura 143 para estos dos tipos de
formulaciones.

Ratio R(+)/S(-) 1
0,8+
0,6+

0,4-

0,2+

Eudragit RL

1 HPMC 15

Tiempo (horas) 6

Figura 143. Ratio R(+)/S(-) de los enantiomeros de rac-TH a diferentes tiempos para la matriz de
HPMC 15y Eudragit RL

No existen en ningun caso diferencias enantiosel ectivas importantes, por tanto no se produce
interacciones enantiosel ectivas entre los enantiomeros de rac-TH y los excipientes, de ahi que € ratio
sea siempre précticamente igual a 1. El estudio cinético demostré que la cesiéon al medio se debiaalos
factores tanto de difusion del enantiomero a medio como de erosion de matriz.
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También se estudiaron matrices elaboradas a distintas dosis (20 y 10 mg), los resultados se

muestran a continuacion:

1,64

1,4
Tiempo (horas)

10 mg

20 mg

0,5

1
Ratio R(+)/S(-) 6

Figura 144. Ratio R(+)/S(-) de los enantiomeros de rac-TH a diferentes tiempos para las distintas
matrices elaboradas con laHPMC 15.

Como se puede observar en la figura 144 no aparecen en ningln caso diferencias
enantioselectivas. Aparentemente, este hecho es debido a que en e medio no se produjeron las citadas
condiciones “no sink” o de saturacion del medio pero por otro lado debemos decir que, ya en los
estudios de solubilidad realizados siempre en condiciones de saturacién no se observaron diferencias

enantiosel ectivas entre los enantiéomeros de la formarac-TH.

El estudio cinético fue similar para las formulaciones de 50 y 20 mg y distinto para el 10 mg
en el que la liberacién de los enantiomeros al medio se debe Unicay exclusivamente a la difusion de

éstos através de la matriz.
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3.3. RICOBENDAZOL

Al igual que para e farmaco descrito anteriormente, para e RBZ se redlizaron todos los
estudios utilizando tan solo laformarac-RBZ.

A continuacion se muestra el ratio (-)/(+) de RBZ a diferentes tiempos para la matriz de
HPMC 15y de Eudragit RL.

T

1,8+
1,6

1,44
Ratio (-)/(+)

HPMC 1
2

3 Eudragit RL
Tiempo (horas)

Figura 145. Ratio (-)/(+) de RBZ a diferentes tiempos para las matrices de HPMC 15y Eudragit RL.

Como se puede observar en la figura 145, se producen ratios mayores de la unidad para las
matrices elaboradas con la HPMC 15. El enantiomero (+) aparentemente interaccionard mas con los
carbonos asimétricos que posee la HPMC 15 en su estructura. Los resultados obtenidos con la matriz

elaborada con el Eudragit ofrecen siempre resultados similares a la unidad por tanto no existe
enantiosel ectividad en | os resultados.
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Para comprobar si las condiciones “no sink” utilizadas y la baja solubilidad del RBZ son
responsables de la aparicion de las diferencias enantioselectivas en el medio, se elaboran como en los

casos anteriores otras matrices que poseen menor dosis de RBZ (50 y 20 mg). Los resultados
obtenidos se muestran a continuacion:

1,54

Ratio (-)/(+) /
1 4

0,54

20 mg

50 mg

0,5
1 200 mg

Tiempo (horas) 6

Figura 146. (-)/(+) Ratio de RBZ a diferentes tiempos, en las diferentes formulaciones (200,
50y 20 mg)

Como se puede observar €l ratio de las formulaciones es similar en todos |os casos, pero en las
formulaciones de 50 y 20 mg se observa que €l ratio es practicamente 1. Este hecho se debe a la baja

solubilidad que posee el RBZ y por otro lado ala aparicion de condiciones “sink” en el medio.
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