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Introduccion 3

1.1 TALIDOMIDA: PUNTO DE PARTIDA EN LA LEGISLACION
SANITARIA

La Talidomida se podria considerar como el medicamento mas importante del siglo XX por haber
movilizado la legislacion sanitaria a nivel mundial. Este medicamento es el punto de partida del concepto
actual de “seguridad” en la aplicacién de los farmacos y de la obligada necesidad de la

Farmacovigilancia.

Los efectos adversos ocasionados por la falta de estudios de teratogenia hizo dar un vuelco a todos
los conceptos de seguridad y propicié un cambio en la legislacion de todos los paises a partir de su

comercializacion en los afios sesenta.

1.2 BREVE RESENA HISTORICA DE LA TALIDOMIDA

La Talidomida es un derivado del dcido glutamico:. quimicamente es la N-ftalimido glutarimida.
Pertenece este medicamento al grupo de los hipnoticos no barbitdricos, aunque presenta accion sedante y

analgésica, muy similar a la de los barbituricos y ademéas posee semejanza estructural con éstos.

Originalmente fue sintetizada por Ciba en la década de los cincuenta, pero fue Chemie-Grunenthal

quién la exploté como hipndtico sedante para el control de las nauseas y vomitos durante el embarazo.

En 1957 se registra primero en Alemania y posteriormente en otros paises, excluyendo Francia,
EEUU y Esparia, donde nunca ha estado registrada. La relacidn causa-efecto entre este medicamento y el
incremento en la frecuencia de malformaciones neonatales de las extremidades se detecta primero en

Australia y unos meses después en Alemania.

En 1961 el medicamento se retira del Mercado mundial, ya que es responsable de una catastrofe sin
precedentes. Casi 12.000 nifios nacieron con malformaciones, siendo el defecto mas frecuente el de la
focomelia, aunque también se detectaron otras malformaciones graves que incluian la sordera, parestesias
faciales y oculomotoras, estenosis anal, malformaciones de cabeza y defectos vaginales y uterinos. Se cree

que la accidn teratégena de la Talidomida puede ser debida a alguno de sus metabolitos.
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En 1965 la Talidomida comienza de nuevo a usarse cuando se descubre que es efectiva en el
tratamiento del eritema nodoso de lepra. Esto ha sido confirmado en posteriores ensayos clinicos y hoy en

dia constituye el tratamiento de eleccién para esta enfermedad.

El mecanismo de accion de la Talidomida no esta del todo esclarecido; pero se han descrito acciones
antiinflamatorias e inmunomoduladoras que han conducido a este medicamento a investigaciones en una
amplia variedad de enfermedades, que incluyen, entre otros, el lupus eritematoso, sindrome de Behcet, la
enfermedad injerto contra huésped, la estomatitis aftosa, la artritis reumatoide, el prarigo nodular, el
SIDA etc.

1.3 MEDICAMENTOS HUERFANOS. REGULACION ACTUAL DE LA
TALIDOMIDA EN ESPANA.

Una consecuencia directa de los sistemas de evaluacion de medicamentos en los paises mas
desarrollados y de los elevados costes de investigacion es la aparicion de enfermedades huérfanas y
pacientes huérfanos, que requieren para su tratamiento medicamentos cuyos costes de desarrollo no

podrian recuperarse nunca por las empresas.

Se entiende por “Auérfano’ aquel medicamento, producto sanitario o alimento medicamento, que es
imprescindible en el tratamiento de una enfermedad o situacion clinica de baja incidencia. Por esta razén
ninguna compafiia los quiere fabricar o comercializar, por lo que no estan normalmente a disposicién de

los médicos.

Asi se llega al concepto de “enfermedad huérfana™, que es aquella que no tiene tratamiento eficaz,;
de igual forma existen pacientes desatendidos, no porque la ciencia no pueda ofrecerles soluciones, sino

porque estas soluciones no han sido comercializadas.

En la lista de medicamentos huérfanos publicada por la FDA, se encuentra la Talidomida; es por
tanto, un medicamento huérfano destinado a las enfermedades anteriormente descritas, que por ser de

baja incidencia se pueden considerar también como huérfanas.

Diversos paises han incluido en sus leyes de medicamentos enmiendas para facilitar el desarrollo de
medicamentos para enfermedades raras o de baja incidencia. Asi, por ejemplo, Estados Unidos ha
introducido diversas enmiendas en la Ley de Medicamentos y Alimentos de 1983, 1984 y 1985, definiendo

un procedimiento de designacion de medicamentos huérfanos, incentivos a su desarrollo y establecimiento
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de un programa permanente de deteccion de enfermedades de baja incidencia y medicamentos que

podrian ser Utiles para tratarlas.

Por otra parte la UE ha publicado la directiva CEE 141 / 2000 del 16/12/99 relativa a medicamentos
huérfanos y Espafia cuenta con el RD 561 / 93 de 16 de abril, en donde se define el uso compasivo en los

art,s. 23 y 34y en la Ley del Medicamento en los art,s. 34 y 38.

El fondo del problema es fundamentalmente econémico. El desarrollo de una nueva sustancia exige
enormes gastos de investigacion, que sdlo se programan en funcion de expectativas razonables de
mercado. EI mayor rigor en la determinacion de la eficacia y seguridad de los medicamentos lleva a los
mercados a que se concentren en las dolencias de mayor incidencia, por lo que resulta necesario
promover por las autoridades sanitarias el desarrollo de medicamentos que en principio no presenten

ningun interés comercial. ( Granda, 1988 )

No obstante, cada vez més, las grandes comparfiias farmacéuticas participan en programas de
desarrollo de medicamentos huérfanos subvencionados 0 no por sus gobiernos, como medio de promocién,

mejora de imagen o por motivos altruistas y humanitarios

En Espafia estdn comercializados la mayor parte de los medicamentos huérfanos y los que no lo
estan, como es el caso de la Talidomida, se importan individualmente por el Servicio de Medicamentos

Extranjeros del Ministerio de Sanidad bajo estrictas normas de autorizacion.

Es preciso tener una sensibilidad especial hacia este tipo de problemas, lo que caracterizara una
actuacion profesional elevada. El crecimiento de este fendmeno, forzado por optimizaciones industriales y
de comercializacion, hace que deba replantearse en muchos casos la funcion sanitaria y social del
estamento farmacéutico, tomando conciencia del sufrimiento individual de enfermos, cuya desgracia

estriba ademés en carecer de interés comercial. ( Granda, 1988 )

Es preciso continuar el buen ejemplo dado por ciertas empresas y gobiernos, manteniendo un
adecuado grado de sensibilidad hacia los medicamentos huérfanos, como es el caso de la Talidomida, las

enfermedades huérfanas y los pacientes huérfanos.

De esta forma el trabajo planteado, dirigido a encontrar formas farmacéuticas que permitan una

administracién de la Talidomida mas eficaz y segura, esta plenamente justificado.
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OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es el desarrollo galénico orientado inicialmente a estudios de
preformulacion, especialmente del principio activo, y a labores de formulacion aplicadas sobre todo a la

optimizacion de nuevas formas farmacéuticas Utiles para las actuales aplicaciones clinicas de la

Talidomida.
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Objetivos y planteamiento

PLANTEAMIENTQO: consta de varias fases:

Envio a hospitales espafioles, tanto publicos y privados, de una documentacién clinica actualizada
de la Talidomida, asi como un modelo de encuesta donde se recojan las diferentes aplicaciones
farmacologicas que se estaban empleando, y sobre todo para conocer el grado de resultado en las

mismas pudiéndose, de esta forma, hacer una comparacién con los datos bibliogréficos.

Sintesis quimica-farmacéutica de la molécula de Talidomida.

Validacion analitica de la técnica de espectrofotometria ultravioleta y de la técnica de

cromatografia liquida de alta eficacia para la cuantificacion de la Talidomida.

Caracterizacion quimica y farmacotécnica de la Talidomida

4.1. Caracterizacion e identificacion de la molécula de Talidomida por método de RMN-H ™, por
microscopia electrénicay por difraccion de rayos X

4.2. Estudio de la solubilidad de la Talidomida en la solucién que proponemos como patrén y
ensayo de velocidad de disolucion, en condiciones determinadas por nosotros, puesto que este
principio activo no se encuentra recogido en farmacopeas de uso habitual.

4.3. Determinacion de la estabilidad de la Talidomida materia prima y de la solucién patron en

diferentes soluciones amortiguadoras del pH.

Puesta a punto de la técnica de liofilizacién, como proceso de obtencion de formas recristalizadas,
gue nos permitan encontrar estructuras con cambios en la cristalinidad que mejoren la solubilidad

de la Talidomida.

Obtencion de formas recristalizadas de Talidomida que presenten mejor solubilidad que la materia

prima, tanto en magnitud como en velocidad.

Preparacion de complejos de inclusion de Talidomida con CDs con el objetivo de encontrar mejoras

en la solubilidad de nuestro principio activo.

Elaboracion de dispersiones solidas de Talidomida con albumina y con crospovidona que

presenten mejores valores de solubilidad para la Talidomida.

Formulacion oral para la Talidomida en comprimidos que presenten ventajas farmacotécnicas

respecto a los comerciales.
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3.1 MECANISMO DE ACCION

Los hipnéticos no barbitaricos del tipo PIPERIDINDIONAS son sustancias que tienen como nucleo
guimico a la piperidina y que ademas guardan cierta semejanza estructural con los barbituricos. Fueron
introducidos en clinica como hipnéticos y sedantes en los afios 1954-5. Pertenece a este grupo la
Talidomida, que es una ftalimido-glutarimida con acciones sedantes y analgésicas que recuerdan mucho a

la de los barbitdricos.

El modo de accion de la Talidomida no estd del todo esclarecido ( Scolari, 1982 ), pero se ha
demostrado que este farmaco presenta una actividad inmunomoduladora ( Moncada, 1985 ) y en parte
también presenta una accion directa sobre los mediadores de respuesta inflamatoria ( Koch, 1985 ),
aunque es probable que tanto la Talidomida como sus productos de catabolismo tengan mas de un modo

de accion como proponen Barnhill y McDougall (1982).

Las investigaciones actuales indican que la Talidomida reduce la produccion del factor de necrosis
tumoral ( TNF «), por acelerar la degradacion del RNA mensajero ( Calabresse, 2000 ; Ribeiro, 2000;
Gori,2000 ), produciendo un efecto analgésico ( Ching, 1998; Hashimoto, 1998; Haslett, 1998; Ribeiro,
2000 ), lo que indica la necesidad de investigar el uso de este farmaco en el tratamiento de dolores que no

respondan a los analgésicos no narcoticos clasicos ( Ribeiro, 2000; Calabresse, 2000).

Ademés se ha demostrado que un aumento en la produccion del TNF « favorece la multiplicacion de
virus, como por ejemplo el virus de la inmunodeficiencia; por ello para enfermedades como el SIDA son
muy ventajosos farmacos que, como la Talidomida, son inhibidores especificos de la biosintesis del
TNFa ( Calabresse, 2000; Ribeiro, 2000) y estimulan las células T ( Hastings, 1973; Waters, 1991;
Sampaio, 1991; Fazal, 1992; Davidsen, 1995; Mc Hugh,1995; Klausner,1996; Lépez-Talavera,1996;
Tavares,1997; Zhu, 1997; Ching, 1998; Hashimoto, 1998; Haslett, 1998 ), ya que, en definitiva, son
inhibidores de la biosintesis de patégenos oportunistas. Asi se ha demostrado que la Talidomida esta
ofreciendo buenos resultados en los enfermos de SIDA con Ulcera aftosa oral, diarrea , sarcoma de Kaposi
( Calabresse, 2000).

La accién inmunosupresora que presenta la Talidomida no sélo es beneficiosa en los casos de SIDA ,
sino que también resulta muy ventajosas en otras muchas enfermedades autoinmunes ( Zwingenberger,
1995; Kanbayshi, 1996; Pharm-Huy, 1997; Knabe, 1998 ).
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En EEUU se ha aprobado el uso de la Talidomida en el tratamiento del eritema nodoso de lepra
(Teo, 1999), ya que se ha demostrado la efectividad de este fArmaco en la reaccién leprotica con una
disminucion de los niveles de IgM ( Shanon, 1981), por afectar las funciones de los polimorfonucleares
,impidiendo su quimiotaxia y disminuyendo la fagocitosis monocitaria en las zonas de la inflamacién
(Faure, 1980; Barnhill, 1984; Lo, 1989 ) y en la generacion de sustancias mediadoras de la lisis de las
paredes celulares de los vasos sanguineos. Estos datos indican que la Talidomida ejerce su efecto en
procesos no inflamatorios mediados por polimorfonucleares neutréfilos, reduciendo la generacion de
intermedios de oxigeno ( superdxido y radicales hidroxilo ) ( Miyachi, 1985b; Lépez-Talavera, 1996) y

protegiendo a los tejidos de un aumento de oxidacion ( Avalos-Diaz, 1985; Miyachi, 1985b).

También se ha utilizado la Talidomida en otras enfermedades dermatoldgicas, como son la
estomatitis aftosa, sindrome de Behcet, lupus eritematoso sistémico cutaneo cronico y la enfermedad

injerto contra huésped, con muy buenos resultados por presentar una accion antipruritica ( Daly, 2000).

Ademés, parece ser que la Talidomida también presenta un efecto antitumoral, resultando ser un
buen inhibidor de la angiogénesis ( Ching, 1998; D"Amato, 1998 ).

Después de haber estado retirada casi tres décadas del mercado farmacéutico, la Talidomida vuelve
hoy en dia a suscitar un enorme interés ( Suye, 1996 ) por presentar una accién antiinflamatoria (Barnhill,
1982, 1984;Koch, 1985 ) con propiedades inmunomoduladoras ( Moncada, 1985), presentando un claro
beneficio en el tratamiento de enfermedades inmunitarias, ya que los estudios ““ in vivo * ponen de
manifiesto que la Talidomida estimula la respuesta humoral y celular ( Karrow, 2000). Ademas, se ha
demostrado que la Talidomida presenta una disminucién del nimero de inmunoblastos, lo que hace pensar

en un posible efecto inmunosupresor ( Bore, 1966; Hasper, 1982; Keenan, 1991 ).
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32 PROPIEDADES BIOFARMACEUTICAS Y FARMACOCINETICAS

Los datos de farmacocinética de la Talidomida se han extraido de un amplio trabajo de Tian-Ling

(1989), donde se describe un perfil completo farmacocinético en humanos.

La concentracién plasmatica de Talidomida respecto al tiempo para cada sujeto se ajustd a un

modelo monocompartimental, donde se aplicaron las siguientes ecuaciones:

D ka
C=— e “k(-tl) _ o —Ka(t-th ]
Vd (ka — k)

Para aquellos casos donde tl era inferior a 1 minuto, las ecuaciones quedaban de la forma:

D ka
C= [e—kt_e—kat]

vd (ka — k)

o0 lo que es lo mismo:

D ka
C= — (t-tD) g Kt
vd

Puede asumirse que la biodisponibilidad completa de la Talidomida, después de una administracién
oral y los parametros secundarios AUC, t %2, t % a, t madx y C max, se derivan de estimadores de
parametros primarios. La fraccién de eliminacién total debida a la excrecidn renal puede ser estimada

como:

Fe=Ae(0-24horas)/D

donde Ae ( 0-24 horas ) representa la cantidad de farmaco inalterado excretado en orina
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Los aclaramientos corporal ( Cl) y renal ( CIR) se calculan a partir de la relacién siguiente:

Cl=D/AUC

CLR = Ae (0- 24 horas)/ AUC (0- 24 horas)

Donde:
AUC (0-24 horas) calculado por la integral definida de la concentracion plasmatica respecto al tiempo

desde 0 a 24 horas de la administracién de la Talidomida.

PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE LA TALIDOMIDA

Absorcion:

La administracién oral de 100-200 mg de Talidomida produce una concentracion maxima sanguinea
de 0,9 —-1,5 mg/l, con un valor de tiempo méaximo de 4 a 6 horas ( Chen, 1989; Heney, 1991), por lo que se
deduce que la Talidomida es absorbida lentamente después de una administracion oral y lo hace a partir

del tracto gastrointestinal.

El valor de tiempo de latencia, entre la administracion de Talidomida y el comienzo de la absorcion,

muestra una lenta desintegracion y disolucion de los comprimidos de Talidomida.

La Talidomida es bien conocida por su extremada insolubilidad acuosa. No se han encontrado
trabajos en su biodisponibilidad absoluta después de su administracién oral en humanos porque no hay
ninguna formulacion parenteral disponible. El estudio de biodisponibilidad de la Talidomida encontrado
en la bibliografia es el llevado a cabo por Schumacher (1989) utilizando modelos en animales. Se calcul6
el AUC oral y el AUC iv por el método de los trapecios y se encontr6 un valor de biodisponibilidad de
0,93 en ratas y de 0,67 en conejos. De este modo, se estimaron los valores calculados de Vd y CI en este

estudio y se asumio su biodisponibilidad completa.
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Distribucion:

Debido a que la Talidomida es un agente no polar, se presume que su unién a proteinas plasmaticas
es alta ( Chen, 1989; Gunzler, 1992 ) por ello, la hidroélisis que sufre en plasma es mas lenta que ““ in
vitro “ a valor de pH 7,4 ( Schumacher, 1965 ) ya que las proteinas podrian proteger a este farmaco de

fenémenos hidroliticos.

Utilizando modelos monocompartimentales y asumiendo una biodisponibilidad completa para la
Talidomida, se ha calculado el volumen aparente de distribucion de la Talidomida que es
aproximadamente de 120,64 +45,36 litros ( Chen, 1989 ;Gunzler, 1992 ) y el aclaramiento corporal total

gue es aproximadamente de 10,41 +2,04 I/h.

Estudios en animales de experimentacion muestran altas concentraciones de Talidomida en tracto
gastrointestinal, higado y rifién y menor concentracién en masculo, cerebro y tejido adiposo. En hembras

prefiadas, la Talidomida es capaz de atravesar la membrana placentaria ( Beckman, 1962; Fabro, 1967 ).

Metabolismo:

Los resultados de estudios “ in vitro ““ sugieren que los efectos farmacoldgicos de la Talidomida
podrian ser secundarios a la formacion de metabolitos via hepatica, probablemente con accidn enzimética
del citocromo P 450 ( Braun, 1986; Wood, 1990 ;Teo, 2000 ) y los metabolitos han sido analizados en
estudios con animales ( Aronson, 1984; Czejka, 1987 ). Sin embargo, no se han encontrado en los estudios
de FMC metabolitos del fArmaco, ni en muestras de plasma ni de orina, de sujetos varones sanos después

de una dosis unica oral ( Chen, 1989 ).

La principal ruta metabdlica de la Talidomida en humanos y en animales es la hidrdlisis espontanea,
formando mayoritariamente 2 o-carboxibenzamida glutarimida, aunque también son detectables otros

productos de hidrolisis ( Clarke’s isolation and identification of drugs ).
Excrecion:

Después de dosis Unicas orales de Talidomida, s6lo el 0,6 #0,22 % de la dosis se excreta inalterada
en orina de 24 horas. No se identificaron metabolitos urinarios ni plasmaticos. Estos datos sugieren que la

mayor ruta de excrecion de la Talidomida no es renal. ( Chen, 1989 ).

El aclaramiento total corporal y renal de la Talidomida es aproximadamente de 10,41 +#2,04 | /hy de

0,08 +0,03 I /h, respectivamente ( Chen, 1989; Gunzler, 1992).
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La Talidomida se absorbe a partir del tracto gastrointestinal y se hidroliza en el organismo formando
principalmente 2-o- carboxibezamido glutarimida, aungque también son detectables otros productos de

hidrélisis ( Clarke’s isolation and identification of Drugs ).

Semiviaa.

La semivida de absorcion y de eliminacion de la Talidomida es de 1,70 #1,05 hy de 8,7 #4,11 h
respectivamente ( unas tres veces mas que en animales segin Schumacher (1968, 1970), con un tiempo de
latencia de 0,41 #0,17 h ( Chen, 1989; Gunzler, 1992 ).

Utilizando los parametros estimados farmacocinéticos de la Talidomida, se pueden predecir los
niveles plasméaticos del farmaco para las diversas dosificaciones clinicas; asi, se alcanza una
concentracion méxima de 3,6 g/ ml cuando se administra una dosis de 200 mg de Talidomida cada 6

horas.

FARMACOCINETICA DE LOS ENANTIOMEROS DE LA TALIDOMIDA

Tras una administracion oral de los enantidmeros separados o del racémico de Talidomida en
hombres sanos voluntarios se obtiene una farmacocinética  caracterizada por dos modelos

monocompartimentales conectados por las constantes de inversion quiral.

Las constantes de inversion en pruebas ““ in vivo ” fueron de 0,17 h*(RaS)yde0,12h*(SaR)
y para la eliminacion de 0,079 h ™ (R) y de 0,24 h "' (S) ( Eriksson, 1995 ).

Por otro lado, Eriksson (1998) utiliza un método de HPLC esteroespecifico para determinar la
distribucion y las reacciones de los enantiomeros de la Talidomida y el principal lugar de
biotransformacién “ in vivo ““, sefialando que los enantiémeros de la Talidomida se unen a las proteinas

plasméaticas en un 55% y 66%, para las formas R(+) y S (-) respectivamente.

Por otra parte, el grado de concentracion en plasma de R (+) Talidomida fue de 0,86 y para S(-) de
0,95 ( el valor del hematocrito fue de 0,37, la distribucion en plasma para R (+) Talidomida de 0,58 y
para S (-) Talidomida de 0,87 ).
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Los grados de inversion y de hidrolisis de los enantiomeros aumentaron por encima de valores de pH
de 7-7,5.

HSA cataliz6 la inversién quiral, pero no la degradacién de R (+) y de S(-) Talidomida, gracias a la

adicién de acido caprico o a la preincubacion de HSA con &cido acetil salicilico o fisostignina.

La inversion quiral ““ in vivo “ tiene lugar principalmente en la circulacion sanguinea y en los
espacios extravasculares ricos en albumina, mientras que la hidrolisis de la Talidomida ocurre de forma
mas uniforme en el organismo. Aparentemente la inversion quiral y la hidrdlisis de la Talidomida ocurren

por mecanismos diferentes tal y como lo expresa Eriksson (1998).
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3.3 APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LA TALIDOMIDA

Las principales indicaciones de uso de la Talidomida estan descritas en los siguientes grupos y son

de tipo dermatoldgico, inmunoldgico, hematoldgico, oncolégico e infeccioso.

A. TALIDOMIDA EN ALTERACIONES DERMATOLOGICAS

e LEPRA

e SINDROME DE BEHCET

e PRURIGO NODULAR DE HYDE

e PRURIGO ACTINICO

e PIODERMA GANGRENOSO

e SARCOIDOSIS

e VASCULITIS COMPLEJA INMUNE
e LEISHMANIOSIS CUTANEA

e HISTIOCISTOSIS

B. TALIDOMIDA EN ALTERACIONES INMUNOLOGICAS Y REUMATOLOGICAS

e LUPUS ERITEMATOSO
e ARTRITIS
e ERITEMA MULTIFORME

C. TALIDOMIDA EN ENFERMEDADES HEMATOLOGICAS Y ONCOLOGICAS

e ENFERMEDAD INJERTO CONTRA HUESPED ( GVHD)
e ANGIOGENESIS
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D. TALIDOMIDA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

e SIDA

e TUBERCULOSIS

e MIASTENIA GRAVIS

e SINDROME WASTING

e ULCERAS AFTOSAS

e ULCERAS OROGENITALES
e MICROSPORIDIOSIS

E. TALIDOMIDA EN ALTERACIONES OCULARES

e CEGUERA

F. TALIDOMIDA EN ENFERMEDADES GENETICAS

e LEUCODISTROFIAS

G. TALIDOMIDA EN OTRAS ENFERMEDADES HUERFANAS

e ENFERMEDAD DE WEBER-CHRISTIAN
e ENFERMEDAD DE JESSNER KANOF

e ENFERMEDAD DE HAILEY

e HISTIOCISTOSIS

21
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33A. TALIDOMIDA EN AL TERACIONES DERMATOLOGICAS

Debido a sus propiedades inmunosupresora, la Talidomida se ha investigado en una variedad de
trastornos dermatoldgicos, en estudios abiertos con pacientes que no respondian a la terapia convencional
obteniéndose notables beneficios ( Hunziker, 1983; Soto de Delas, 1988; Proenca ,1989; Guimaraes, 1990 y
1995). La Talidomida ha sido también eficaz en la fotodermatosis ( Peyron, 1986; Efstein, 1986).

La eficacia del farmaco se ha observado en terapia inflamatoria dérmica ( Grosshans, 1984; Ochonisky,
1994 ), ya que se ha demostrado que es un agente antipruritico que resulta de un efecto depresor central
(Daly, 2000).

ENFERMEDAD DE HANSEN O LEPRA

Esta enfermedad tiene el caracter de infecciosa granulomatosa crénica y es causada por Mycobacterium
leprae, bacilo del género mycobacterium, morfologia de bastoncillos, gram +, &cido-alcohol resistentes, de
1,5-6 micras, con coloracion por Ziehl-Neelsen, de caracter aerobio y agrupados en paquetes llamados
“globi” en el citoplasma de células mononucleares. Se localiza en piel, membranas mucosas y nervios
periféricos siendo la transmision por contacto, sobre todo interhumano con periodo de incubacion muy largo,

de meses a afios.

La lepra presenta dos estados reaccionales ( Dean, 1991):

Tipo 1: es el eritema mediano y el edema de lesiones cutaneas no faciales, que suelen responder a
farmacos antiinflamatorios no esteroidicos como la aspirina, la cloroquina ... ( Levis, 1984;
Pfalzgraff, 1989). El tipo 1 severo, abarca a la cara, neuropatia o neuritis, lesiones cutaneas
dolorosas, ulceracion, edema en las manos, cara o pies y responde a los corticoides mientras que

el tipo 1 cronico responde a la clofazimina.

Tipo 2: es el fendmeno de Lucio, que es una vasculitis cutanea observado en pacientes intratados o en
aquellos que no recibian medicacién por un tiempo prolongado y el tratamiento es con
rifampicina. También a este tipo 2 pertenece el eritema nodoso de lepra, cuyo tratamiento se

Ileva a cabo con Talidomida por considerarse el agente de eleccion .

En 1965 Sheskin publica que la Talidomida habia sido utilizada en pacientes masculinos que

presentaban reaccién leprotica con remision del cuadro reaccional a las 48 a 72 h de su administracion .
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Sampaio ( 1966 ) decide reproducir el ensayo de Sheskin y tras el éxito obtenido se aprobd su uso en 20
paises para pacientes reaccionales, ya que se observaron notables mejoras en las lesiones cutaneas, fiebre y
neuritis después de 48 h de iniciarse el tratamiento en pacientes con eritema nodoso de lepra ( Languillon,
1971; De las Aguas, 1971; Levis, 1984). Se ha presentado a la Talidomida como el farmaco mas efectivo en
el tratamiento de la reaccién leprética ( Vargas, 1971; Bourdillon,1988; Jadhav,1990; Jakeman,1994 ) con

acciones beneficiosas como publica el Boletin de Organizacion Mundial de la Salud (1971) .

La Talidomida puede ser administrada sola, en los casos leves, y en los casos moderados a graves
puede combinarse con corticosteroides, de los que la prednisona o prednisolona es la més frecuentemente
utilizada ( Barhill, 1982; Levis, 1984; Parikh, 1986; Pfaltzgraff, 1989).

Por tanto, se puede considerar a la Talidomida como un potente agente antileprotico ( Waters, 1991),
que ademas ofrece ventajas en el tratamiento de la reaccion crénica y recurrente del tipo 2 de lepra, ya que
permite minimizar la dependencia de los esteroides ( Levis, 1984; Parikh, 1986; Pfaltzgraff, 1989) y hoy en

dia se encuentra aprobado en EEUU para el tratamiento de ENL ( Teo, 1999).

Dosificacion:

En un estudio doble ciego donde se compard la eficacia de la Talidomida con la de otros agentes
terapéuticos similares, se concluyd que la dosificacién de 100 mg de Talidomida cuatro veces al dia era mas
eficaz que 400 mg de aspirina cuatro veces al dia en el tratamiento del eritema nodoso de lepra en hombres
leprosos (Cazort, 1966; Pearson, 1969; Sheskin, 1969; Hastings, 1970; Languillon, 1971; De las Aguas,
1971; Sheskin, 1971; Waters, 1971y 1991 ).

El régimen de 400 mg / 4 veces al dia fue repetido por un periodo de 7 dias en los pacientes que no
respondian al tratamiento. En los pacientes que respondian se discontinud la medicacion y se readministrd

por otros 7 dias hasta aparicion de una nueva reaccion (Sheskin, 1969).

Otros autores recomiendan dosis orales de 100 mg de 3 a 4 veces al dia, inicialmente con reducciones
subsiguientes transcurrido un periodo de tiempo de 2 semanas, administrandose dosis de mantenimiento de 50
a 100 mg diarios ( Levis, 1984).

Quimioterapia:

La quimioterapia antileprosa deberia normalmente continuarse a pesar de la manifestacion de la
reaccion de lepra y también la reduccion de la dosis de dapsona o de otros agentes que no resulten de mejoria

inmediata en el episodio reactivo. Hay evidencia que la suspensién de la quimioterapia durante las reacciones
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contribuy6 a la aparicion de sulfonas resistentes de Mycobacterium leprae. No obstante, algunos
investigadores sugieren el uso de clofazimina sola durante los periodos reactivos, particularmente en los

casos donde el dafio neural es inminente ( Pfaltzgraff, 1989 ).

Recaidas:

Las recaidas han sido frecuentes después de una suspension de la Talidomida ( Waters, 1971; Jew, 1990
) y se requiere una terapia continuada para el control del eritema nodoso de lepra recurrente ( Jew, 1990 ).
No obstante, se necesitan establecer periodos de descanso del farmaco, ya que un empleo repetido puede

desarrollar sintomas recurrentes .

SINDROME DE BEHCET

El sindrome de Behcet es un desorden multisistematico que se caracteriza por ulceraciones recurrentes

orales y genitales , artritis, tromboflebitis, uveitis y vasculitis retinaria.

Normalmente afecta a jovenes adultos entre los 20 y los 40 afios de edad y sin predileccién sexual

pronunciada.

En 1979 Mascar6é presenta sus primeros resultados favorables con Talidomida en el tratamiento de las
lesiones orales en el sindrome de Behcet. Saurat (1982) confirma los anteriores resultados igual que lo hiciera
Saylan (1982); Torras (1982); Eisenbud (1987); Larsson (1990) y Postema (1996) .

La Talidomida oral ha sido efectiva en el tratamiento de estomatitis aftosas recurrentes severas
(Revuz,1990; Grosshans, 1984) y aftosis oral/genital recurrentes o refractarias y en lesiones cutaneas en
pacientes con sindrome de Behcet (Saylan, 1982;Grosshans, 1984; Jorizzo, 1985; Eisenbud, 1987). La
eficacia se ha observado en pacientes con pioderma gangrenosa asociada al sindrome de Behcet ( Munro,
1988; Rustin, 1990) y en colitis severas, en pacientes con sindrome de Behcet, evitando la colectomia
(Larsson, 1990). La uveitis en el sindrome de Behcet también ha tenido respuesta a la terapia ( Grosshans,
1984 ), aunque el farmaco parece inefectivo para las complicaciones asociadas al tromboembolismo venoso,
fiebre o artritis (Grosshans, 1984; Rustin, 1990 ).

El tratamiento de la enfermedad de Behcet es esencialmente sintomatico y depende de la severidad de las

manifestaciones. Se utilizan inmunomoduladores, AINE, esteroides e inmunosupresores ( Wechsler, 1988 ).

La Talidomida parece ser efectiva en el tratamiento del neurobehcet ( Ramselaar, 1986 ) y en el

enterobehcet ( Sanchez-Burson, 1994 ) .
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Dosificacion:

Se han utilizado dosis orales de Talidomida de 100 - 400 mg diarios en el sindrome de Behcet
(Eisenbud,1987; Grosshans,1984; Munro,1988; Jorizzo,1985; Ramselaar, 1986; Larsson,1990 ).

PRURIGO NODULAR DE HYDE

En 1972 se presentaron unos resultados sorprendentes con remision completa de las lesiones nodulares
en pacientes de prarigo nodular de Hyde que habian sido tratados con 200-300 mg diarios de Talidomida
(Sheskin, 1975; Hoyer, 1983; Winkemann, 1984).

Son necesarias dosis de 50-300 mg diarias para obtener un significativo descenso en el tamafio y en el
namero de las lesiones cutaneas después de 1 a 2 meses de tratamiento con Talidomida. A pesar de los
posibles efectos secundarios, se deberia considerar el tratamiento con este farmaco en la mayoria de los casos
severos de prurigo nodular de Hyde ( Van den Broek, 1980; Johnke, 1993; Young Gon Baik, 1993; Berger,
1995).

PRURIGO ACTINICO

El prarigo actinico es una enfermedad relativamente comin a toda la regién andina, Argentina y

Meéjico cuyo tratamiento responde bastante bien con la Talidomida. ( Lovell, 1983).

Londono (1973) public6 la primera investigacion aportando resultados excelentes en el tratamiento del
prarigo actinico con el uso de 300 mg diarios de Talidomida, sefialando una mejoria en mas de un 90% de los

pacientes de un ensayo abierto.

Grosshans (1984) publica notables mejoras con la Talidomida en el tratamiento de la dermatosis

inflamatoria en los casos tratados con prurigo actinico efecto corroborado por Carmichael (1992).

Bernal (1992) apunta un efecto inmunomodulador de la Talidomida en el tratamiento del prarigo

actinico.
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PIODERMA GANGRENOSO

Venencie (1982) muestra la accion favorable de la Talidomida en pacientes con pioderma gangrenoso

(Grosshans, 1984; Rustin, 1990; Olmos, 1998 ) y en casos pediatricos ha tenido una accién positiva.

La Talidomida ha sido reintroducida en EEUU para el tratamiento de enfermedades

inmunomoduladoras como es el pioderma gangrenoso ( Federman, 2000).

SARCOIDOSIS

La sarcoidosis, linfogranulomatosis benigna o enfermedad de Besnier, Boeck y Schaumann esta
considerada como una alteracion granulomatosa multiorganica, de causa desconocida, en el que se produce
un incremento en los procesos inmunes celulares de los 6rganos afectados, que suele evolucionar hacia una
resolucion espontanea, o bien en la mayoria de los casos suele responder favorablemente al tratamiento

esteroideo.

Dado que la sarcoidosis es una enfermedad multisistematica, se pueden producir lesiones en casi

cualquier 6rgano y en general se distinguen dos formas de presentacion de la enfermedad: aguda y cronica.

- aguda: suele darse en individuos jovenes, y se caracteriza por su naturaleza benigna que se resuelve de

modo espontaneo y sin necesidad de tratamiento.

- cronica: se observa en individuos de edad méas avanzada, y por norma general suele afectar a varios

Organos simultaneamente.

La Talidomida resulta beneficiosa en el tratamiento de la sarcoidosis ( Barriere, 1983; Prigent, 1983),
siendo beneficiosa tanto para el tratamiento de la sarcoidosis pulmonar ( Larlesimo,1995 ) como para la
sarcoidosis cutanea ( Larlesimo,1995; Grasland, 1998; Lee, 1998) y ademas no son necesarias grandes dosis

de este farmaco para este tratamiento ( Rousseau, 1998).
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VASCULITIS COMPLEJA INMUNE
La vasculitis se define como un proceso clinico y patoloégico causado por inflamaciéon de los vasos
sanguineos, lo que determina obstruccion y posteriormente isquemia del territorio al cual estan irrigando y

fromacion de aneurismas.

La Talidomida es util en los casos de vasculitis compleja inmune ( Naafs, 1985).

LEISHMANIOSIS CUTANEA

Es una enfermedad cuyo agente causal es un protozoo de la familia Trypanosomatidae y género

Leishmania cuya especie pertenece al complejo Leishmania Tropica,

Podemos destacar a dos cursos de la enfermedad dependiendo del tiempo de infestacion:

- cursoagudo:  edad inferior a 3 afios y los sintomas aparecen entre 2 semanas y 2 meses postinfeccion

- curso cronico: edad superior a 3 afios y los sintomas aparecen a partir de 2 meses postinfeccion

El tratamiento para la leishmaniosis se basa en los antimoniales, pentamidinas e hipouricemiantes y
para los casos de leishmaniosis cutanea se obtiene buenos resultados con el tratamiento con Talidomida
(Grosshans, 1984).

HISTIOCISTOSIS DE LANGERHANS

La histiocistosis es un conjunto de trastornos en los que proliferan células depuradoras anormales (
histiocitos) y otro tipo de células del sistema inmune llamadas eosindfilos, especialmente en el hueso y el

pulmon, a menudo causando la formacion de cicatrices.

La Talidomida induce mejoras de las lesiones cutaneas en los pacientes de histiocistosis de Langerhans,
lo que pone de manifiesto que este medicamento es eficaz en enfermedades sistémicas como es ésta. ( Missery,
1993; Thomas, 1993; Lair, 1998; Herrmann, 1998).
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3.3.B. TALIDOMIDA EN AL TERACIONES INMUNOLOGICAS Y REUMATOLOGICAS

LUPUS ERITEMATOSO DISCOIDEO

En 1975 Barba-Rubio publica los primeros resultados exitosos para el tratamiento de lupus eritematoso

discoideo con Talidomida, al igual que Knop (1981) para el lupus eritematoso profundo .

El lupus eritematoso cutaneo subagudo también fue objeto de tratamiento por parte de Naafs (1982),
presentando los pacientes que recibian Talidomida remisién completa de los sintomas al cabo de 3 semanas

de iniciarse la terapia .

Hasper ( 1983 ) sefiala buenos resultados y Knop (1983) obtiene un 90% de éxito en el tratamiento del
lupus eritematoso discoideo cronico con Talidomida y también en aquellos casos resistentes a los agentes

antimalaricos ( Lo, 1989).

Burrows (1991) obtiene buena respuesta de la Talidomida en los casos tratados de lupus eritematoso
profundo con deficiencia parcial de C4 y también la Talidomida responde al tratamiento del lupus

eritematoso crénico ( Burrows, 1991; Holm, 1993).

Bessis (1992) y Hawkins (1992) concluyen que probablemente la Talidomida tenga una accion
inmunomoduladora en el tratamiento del lupus eritematosos sistémico, por los buenos resultados obtenidos en
el tratamiento del lupus eritematoso discoideo cronico, lupus resistente a los antimalaricos, lupus cutaneo

subagudo y lupus profundo.

Atra (1993) obtienen un 90% de éxito con la completa remision de las lesiones cutaneas en el
tratamiento del lupus eritematoso sistémico con Talidomida y ademas se redujo considerablemente la dosis
media de prednisona requerida en el tratamiento, por lo que la Talidomida parece ser efectiva en el

tratamiento de las lesiones cuténeas del lupus que no respondan a la terapia clasica. ( Burrows, 1991).

Los trabajos de Cherovati (1996) logran un éxito con la Talidomida para el tratamiento del lupus
eritematoso, tanto en la variedad recurrente como en la continua, ocupando un lugar en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias como son el lupus eritematoso ( Stevens, 1996; Godfrey, 1998; Georgala, 1998),

presentando remisién de las manifestaciones cutaneas ( Stevens, 1997; Doutre, 2000 ).
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Diversos ensayos clinicos abiertos han demostrado que la Talidomida es efectiva en el tratamiento del
Lupus Eritematoso discoide (LED) con dosis medias de 100 mg/ dia, como alternativa eficaz en los casos
resistentes a la terapia clasica ( Kyriakis, 2000). Probablemente pueda ser considerada para el tratamiento de
LED en pacientes resistentes a los agentes antimalaricos (Knop, 1983; Burrows, 1991) y a los
corticosteroides ( Grosshans, 1984; Naafs, 1985; Lo, 1989).

Dosificacion:

En estudios abiertos con Talidomida dosis orales de 100 a 400 mg diarios, han demostrado ser efectivas
en el tratamiento del lupus eritematoso discoideo ( Kyriakis, 2000), produciendo mejoria en un porcentaje
superior al 90% de los pacientes. Las recaidas habian sido comunes después de suspender la terapia ( mas de
un 70% de los pacientes en un afio ) ( Lo, 1989 ), y el mantenimiento de las dosis con 25 a 50 mg diarios habia
sido defendido ( Grosshans, 1984 ).

Dosis de 25 a 200 mg diarios estuvieron relacionados con mejoras de los sintomas cutaneos y
articulares y la terapia combinada con los esteroides permite la reduccion de dosis de estos ultimos ( Bessis,
1992).

Dosis orales de 200 mg diarios, dos veces al dia, fueron prescritas en casos de pacientes con lupus
eritematoso profundo, observandose después de 2 meses una notable reduccion de las lesiones inflamatorias.
(Burrows, 1991) .

ARTRITIS

El uso de la Talidomida en dosis de 6,9 a 15 mg / Kg / dia en pacientes con artritis reumatoide
clasica o definida produjo mejoras clinicas con normalizacion en la velocidad de sedimentacion
eritrocitaria y con marcado descenso en la titulacion del factor reumatoide ( Rodriguez, 1984), por lo que
la Talidomida podria ser un tratamiento eficaz en la artritis ( Miyachi, 1985), tanto para los casos de
artritis reumatoide ( Gutiérrez — Rodriguez, 1984 ) como para los casos de artritis reumatoide refractaria
( Gutiérrez — Rodriguez, 1989).

El tratamiento de la artritis reumatoide puede ser con Talidomida, sola o bien en combinacién con
antiinflamatorios ( Andrulis, 1995 ), o bien en combinacion con pentoxifilina, obteniéndose en todos los

casos muy buenos resultados ( Huizinga, 1996).
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ERITEMA MULTIFORME

Los pacientes que presentan episodios aislados de eritema multiforme en general no representan
problema terapéutico pudiendo remitir espontaneamente, pero los casos de eritema recidivantes son de
dificil control con los corticoides y el tratamiento con 200 mg diarios de Talidomida, seguido de dosis

reducidas de 100 mg, hacen remitir las lesiones en pocos dias ( Moisson, 1992).
ENFERMEDAD DE CROHN

La enfermedad de Crohn es una enfermedad intestinal de causa desconocida aunque se cree que
puede ser originada por agentes viricos y microorganismos como las Pseudomonas, Clostridium y
Yersinia o bien iniciado por un fallo en la actividad supresora de los linfocitos intraepiteliales o un fallo
de la actividad estimuladora sobre los plasmocitos.

Esta enfermedad presenta diferentes formas:

- aguda apendicular: afecta a nifios y jovenes simulando en el 20% de los casos una apendicitis, que se

acompafa de dolor de la fosa iliaca derecha, diarrea, nuseas, vémitos y fiebre.

- aguda oclusiva: suele diagnosticarse tras intervencion quirdrgica por obstruccion intestinal.

- diarreica o clasica: es la forma mas frecuente y caracteristicas por presentar de 3 a 4 deposiciones al

dia, con dolor abdominal y fiebre poco elevada.

- forma tumoral: se caracteriza por el hallazgo de una masa alargada que no se desplaza y es dolorosa

- forma febril: debida a complicaciones locales en forma abscesos o fistulas.

La enfermedad de Crohn, al igual que la colitis ulcerosa, puede presentar una serie de

manifestaciones extraintestinales y complicaciones.

El objetivo del tratamiento para la enfermedad de Crohn es evitar los nuevos brotes y reducir el

tiempo de duracidon de los que surgen. Este se basa en la utilizacion de:

- reposo
- tratamiento dietético y quirargico
- tratamiento farmacoldgico como los glucocorticoides y con el empleo de Talidomida se estan

obteniendo muy buenos resultados ( Fishman,2000; Katz, 2000) .
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33.C. TALIDOMIDA EN ALTERACIONES HEMATOLOGICAS Y ONCOLOGICAS

ENFERMEDAD INJERTO CONTRA HUESPED ( GVHD )

Esta enfermedad es la mayor causa de morbilidad y mortalidad después de un transplante de médula,
presentando s6lo una supervivencia del 40% de los pacientes a los 100 dias del transplante. Si no se trata el

GVHD cronico, menos del 20% se recuperan totalmente ( Vogelsang, 1992).

Esta enfermedad se inicia cuando los linfocitos T inmunolégicamente competentes, localizados en la
médula del donante, identifican al huésped como extrafio y empiezan a atacar a los tejidos del huésped. La
GVHD aguda comienza a los tres meses del transplante de médula y puede afectar a la piel, tracto
gastrointestinal y/o higado. Incluso con terapia profilactica, la GVHD aguda ocurre en un 25-70% de los
pacientes. La GVHD crénica generalmente aparece después de los tres meses del transplante y puede afectar

a la piel, tracto gastrointestinal, higado, ojos presentandose en un 30 a 60% de los pacientes.

Hay tres sintomas de GVHD crénica que parecen ser predictivos a la muerte: enfermedad progresiva
(GVHD cronica evolucionado de la forma aguda activa GVHD), piel lichenoide o cambios en las membranas

de las mucosas y disfuncion hepatica. ( Vogelsang, 1992).

La terapia profilactica convencional consiste en inmunosupresores como corticosteroides, metotrexato y
ciclosporinas. La combinacion entre ellos parece ser mas efectiva que la monoterapia, pero la Talidomida ha
presentado mejoras tanto en el tratamiento de la enfermedad injerto contra huésped como en la profilaxis
(Schwinghammer, 1991).

Desde el afio 1964 se esta investigando sobre la accion beneficiosa de la Talidomida en las
enfermedades injerto contra huésped y asi Playfair (1964) y Bore (1966) presentan un trabajo donde se

manifiesta la accion protectora que ejercia la Talidomida en los casos de injertos.

La Talidomida presenta propiedades inmunosupresoras confirmadas en modelos en animales en GVHD
crénico y agudo. Fue necesario un nivel de Talidomida plasmatico de 5 zg/ml para producir una respuesta
maxima ( Vogelsang, 1992). Los resultados obtenidos en animales fueron lo suficientemente capaces para
introducir el farmaco en Clinica como agente para el tratamiento y profilaxis de GVHD ( Vogelsang, 1986) y
GVHD crénica ( Heney, 1991; Chao, 1996 ) asi como para el tratamiento pediatrico de GVHD ( Heney, 1988
y 1990).

La Talidomida ha demostrado eficacia en el tratamiento de la enfermedad GVHD seguida de transplante

de médula incluyendo pacientes refractarios a la terapia convencional ( p.e. prednisona, azatioprina,
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prednisona con ciclosporina) (Vogelsang, 1985,1987,1988,1992; Heney, 1988,1990, 1991; Lo6pez, 1993;
McCarthy, 1988,1989; Wood, 1990; Randall, 1990; Saurat, 1988; Ringden, 1988; Lopez Gil, 1992).

En GVHD la mejora clinica tuvo lugar al mes o a los dos meses después de iniciarse el tratamiento con
Talidomida (Heney, 1990, 1991; McCarthy, 1989).

En pacientes con GVHD la resolucion de la hiperbilirrubinemia, sindrome de sicca, cambios dérmicos
esclerodermatosos, sintomas gastrointestinales, UGlceras orales y disfuncién pulmonar es indicativo de la

respuesta terapéutica de la Talidomida ( Vogelsang, 1992).

El mecanismo por el que actta la Talidomida en el tratamiento de GVHD parece ser similar al de la
ciclosporina y parece ser que permiten el desarrollo de células supresoras del antigeno especifico e inhiben el

desarrollo de células citotoxicas precursoras ( Vogelsang, 1988).

Los estudios clinicos de Wood (1990) parecen indicar que los metabolitos de la Talidomida acttan en
un primer paso en la activacion del reconocimiento del antigeno mediante los linfocitos T y en un segundo
paso regulando la actuacion normal linfocitaria. Este efecto parece que tiene efectos beneficiosos tanto en
GVHD agudo como cronico ( Altomonte, 1993; Lépez, 1993; Parker, 1995 ).

Dosificacion:

En un ensayo largo las dosis efectivas de Talidomida en GVHD fueron de 200 mg, cuatro veces al dia,
seguidas de un ajuste de dosis para alcanzar los niveles minimos plasmaticos (2 horas después de la dosis ) de
5 pg/ml y también dosis desde 800 a 1600 mg/dia durante 2 a 700 dias ( termino medio de 240 dias ). En
pacientes que responden de forma completa el tratamiento se continu6 por un periodo de 3 meses con
reducciones en la dosis de un 25% cada 2 semanas. Los pacientes que respondian de forma parcial fueron

tratados por un periodo de 6 meses después de que se alcanzase la respuesta maxima (Vogelsang,1992).

No obstante, en otros estudios, dosis inferiores ( 100 a 600 mg/dia ) han sido efectivas para el GVHD
crénico (McCarthy,1989; Heney,1991; Lopez,1993).

En casos de pediatria, se han utilizado dosis orales de 100 a 500 mg diarios en nifios con GVHD de
edades entre 4 a 15 afios. (Heney, 1988, 1990; McCarthy,1989; mientras que en otros casos se requerian
dosis de 100 a 200 mg/dia han sido continuadas por un periodo de 2 afios (Heney,1990). Otros investigadores
han utilizado dosis de 3 mg/Kg, cuatro veces al dia, en nifios con GVHD con ajustes de dosis subsiguientes

para alcanzar niveles plasmaticos (2 horas después de la dosis ) o de al menos 5 mg/ml (Vogelsang, 1992).
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ANGIOGENESIS

La angiogénesis consiste en la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de otros preexistentes
que favorecen el desarrollo de los tumores, como sucede en algunas patologias como por ejemplo el

cancer.

Bach ( 1963) indica que la Talidomida posiblemente tenga un efecto antineoplasico y De y Pal (1975)
apuntan la idea de que la Talidomida pudiera ser un agente antineoplasico contra el carcinoma de Ehrlich
en ratén albino suizo y por ello, actualmente se estd ensayando el posible efecto antiangiogénico que
pudiera presentar este firmaco frente al cancer de mama, céncer de prostata, cancer de cerebro y
sarcoma de Kaposi ( enfermedad relacionada con el SIDA) ( D"Amato, 1994; Phillips, 1996; Little,2000).

Por ello, aunque en un primer momento la Talidomida no fue sintetizada como agente
antiangiogénico, hoy en dia se incluye como tal igual que le sucede a otros farmacos, tales como al
interferon « ( Kerbel,2000).

La Talidomida en combinacién con quimioterapia esta resultando efectiva en el tratamiento del
cancer de pecho ( Nguyen, 1997 ), ademdas de tener efecto en las metastasis y en los tumores

experimentales ( Minchinton, 1996; Zomas, 2000 ).

La Talidomida puede bloquear los procesos de angiogénesis, es decir, la formacion de vasos
sanguineos del tumor resultando ser un potente antiangiogénico “ in vivo* asi la administracion oral de
este fArmaco inhibe la neovascularizacion inducida por el factor de crecimiento fibroblasto en la cornea
de conejos (D"Amato, 1994 ;Kruse, 1998; Kerbel, 2000; Patt, 2000) asi como se inhibe el crecimiento

vascular en ratas ( Jakkula, 2000).

La accion anticancerosa de la Talidomida podria estar basada en su accion antiangiogénica que
resulta de su intercalacién especifica en el DNA con posible formacion de radicales hidroxilo ( Saurer,
2000). La especificidad tisular de este farmaco y su efecto sélo en ciertas neoplasias podria estar
explicado en el hecho de que los tejidos de desarrollo y neoplasias dependen de varios procesos de
angiogénesis o vasculogénesis y la Talidomida sélo podria ser sensible a algunos de ellos ( Stephens,
2000).

La Talidomida inhibe el factor de necrosis tumoral « y el factor de crecimiento endotelial vascular,
lo que hace que se contiue estudiando el uso de este fArmaco en pacientes con melanoma avanzado,

canceres de ovario, pecho y renal ( Eisen, 2000).
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El hecho de que la Talidomida pueda tener acciones antiangiogénicas abre una esperanza a
enfermedades mortales, como son el cancer. Ademas, muchas de las alteraciones oculares estan

originadas por procesos de neovascularizacion .

La Talidomida es efectiva en el tratamiento de los gliomas, que son tumores vasculares o
angiogénicos, por inhibir el proceso de la angiogénesis; asi, dosis iniciales de 800 mg/dia con aumentos
de 200 mg/dia cada 2 semanas hasta una dosificacion final de 1.200 mg/dia fueron necesarios para el
tratamiento de los mielomas ( Fine, 2000), en los que la Talidomida podria inducir remisiones en los casos

refractarios ( Zomas, 2000; Juliusson, 2000) y en los resistentes a quimioterapia ( Kneller, 2000).
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3.3.D. TALIDOMIDA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

La Talidomida inhibe el factor de necrosis tumoral «y estimula las células T, aumentando la produccion
de interleukina 2, lo que hace que se aumente la respuesta inmunitaria resultando muy beneficioso en

enfermedades infecciosas como el SIDA o la tuberculosis ( Bekker, 2000; Shannon, 2000) .

SIDA

La Talidomida podria resultar eficaz en la lucha contra el SIDA, ya que al inhibir la biosintesis del TNF
a se inhibe la citoquina que posiblemente sea la activadora de la replicacién del virus de la inmunodeficiencia
(' Scrip 1994; Ravot, 1999).

La Talidomida ha sido efectiva en ulceraciones orofaringeas y aftas resistentes a la terapia convencional
( corticoides, aciclovir, antibidticos ) en pacientes con SIDA ( Youle, 1989; Georghiou, 1990; Gunzler, 1992;
Ramirez,1999; Diz-Dios, 2000 ) y también se ha demostrado que es capaz de inhibir la replicacion en
macroéfagos humanos del virus tipo 1 ““ in vitro “ ( Makonkawkeyoon, 1993; Klausner, 1996; Moreira, 1997) y

reduce la produccion ““ in vitro ““ de monocitos infectados ( Moreira, 1996 ).

Por tanto, la Talidomida es beneficiosa en enfermedades autoinmunes ( Vosgerar, 1994; Zwingenberger,
1995; Smith, 1995; Stirling, 1995; Gardner-Medwin, 1996 ), y se manifiesta por una ganancia de peso en los
casos de HIV-1 positivo ( Sharp, 1996).

La Food and Drug Administration, la agencia estadounidense que controla el uso de los medicamentos y
que ordend la retirada de la Talidomida, esta estudiando recuperarla para el tratamiento del SIDA. ( El Pais

12 nov. 1996 ), en los casos de alteraciones del tracto alimentario, pancreas, ras y proctitis.

Se observaron mejoras con la Talidomida para el tratamiento de ulceracion aftosa en pacientes con HIV
( Samson, 1990; Tercedor, 1991; Allegue, 1991; Gunzler, 1992).

Mejora del tratamiento de ulceraciones faringeas con Talidomida ( Youle, 1990; Gorin, 1990 a,b,c) y de
ulceraciones esofagicas ( Bernardo, 1990; Georghiou, 1990; Sire, 1995) y de Ulceras mucosas ( Harry, 1996;
Soler, 1996 b) y Glceras en general ( Gorin, 1990 a,b,c; Ghiogliotti, 1993; Strazzi, 1992).

El RAS (aftosa recurrentes severas) es la enfermedad mas comin que afecta a la mucosa oral y que esta

asociada a una alta morbilidad. El tratamiento de pacientes de SIDA con RAS con Talidomida resulta muy
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beneficioso con Talidomida ( Nicolau, 1990; Ghiogliotti, 1993; G® Patos,1993; Ball, 1994; Henriquet, 1994;
Eggimann, 1994; Paterson, 1995; Weidle, 1996; Verberkhoes, 1996; Jacobson, 1997).

Cuando la infeccion causada por proctitis no puede ser establecida o cuando la terapia antimicrobiana
es insuficiente, los sintomas requieren de agentes antiinflamatorios como la sulfasalazina o esteroides;

entonces el tratamiento con Talidomida obtiene una rapida mejora sintomatica.

La Talidomida también ha demostrado ser eficaz en los enfermos de SIDA con tuberculosis por inhibir la
produccion del factor de necrosis tumoral « y estimular las células Ty la proliferacion linfocitaria ( Bekker,
2000).

Dosificacion:

Se han empleado dosis iniciales de 100 mg/dia de Talidomida en pacientes con SIDA con ulceraciones
orofaringeas, seguidas de un régimen de mantenimiento con dosis de 50 mg /dia o dos veces a la semana,
continuando la terapia por 7 meses ( Youle, 1989; Gorin, 1990 a ,b,c; Radeff, 1990; Youle, 1990; Ghigliotti,

1993) obtienen buenos resultados.

Han sido efectivas dosis mayores ( 200 mg diarios desde 2 semanas a 6 meses ) en el tratamiento de las
ulceraciones esofagicas en pacientes con SIDA, mejorando asi la calidad de vida ( Ryan, 1992; Georghiou,
1990). Las mejoras clinicas, como pone de manifiesto la reduccion de fiebre, ganancia significativa de peso y
un sentimiento de bienestar, se han descrito en pacientes con SIDA con fiebre refractaria prolongada,

tuberculosis y bacteremia intracelular por Micobacterium avium por Bouza (1992).

Ha sido efectiva en casos de pacientes con SIDA, la Talidomida en el tratamiento de estomatitis aftosa
recurrente severa. En estos pacientes, las dosis tipicas habian sido de 200 mg orales, dos veces al dia, durante
un periodo de 5 dias, seguidos de 200 mg una vez al dia durante 8 semanas. Con este régimen no se
observaron recurrencias desde los 4 a los 8 meses del seguimiento ( Nicolau, 1990). En otras series, 100
mg/dia durante 15 dias seguidos de 50 mg/dia durante 15 dias, fue efectivo el tratamiento sin recaidas
después de los 5y 6 meses ( Ghigliotti, 1993).

La terapia con Talidomida en los enfermos de SIDA con ulceraciones refractarias orofaringeas y
esofaringeas a una terapia convencional ( p.e. corticosteroides, acyclovir, antibi6ticos ) dan buenos
resultaodos ( Youle, 1990; Radeff, 1990 ).

Dosis de 100 mg diarios durante 7 dias produjeron una mejora notable de los sintomas en pacientes con

Ulcera esofagica infectados con SIDA ( Ryan, 1992 ).
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Dosis de 200 mg dos veces al dia durante 5 dias seguidos de 100-200 mg / dia durante 7-8 semanas
fueron totalmente efectivas en el tratamiento del RAS en enfermos de SIDA ( Nicolau, 1990); otra dosificacion
consiste en dosis de 100 mg/ dia durante 2 semanas y luego 100 mg cada 5 dias durante 6 semanas ( Youle,
1989).

La Talidomida fue efectiva en el tratamiento de proctitis asociada a SIDA con dosis de 300 mg/ dia,

dando gran mejoria de los sintomas rectales después de 3 dias de terapia ( Georghiou, 1992).

TUBERCULOSIS

La Talidomida presenta un efecto inmunosupresor en animales de experimentacion ““ in vivo

(Cornea, 1967) .

La Talidomida reduce la infeccion de la tuberculosis ( Klausner, 1996) por reduccién del tumor
necrosis factor alfa e induce ganancia de peso en enfermos de tuberculosis pulmonar (Tramontana, 1995)

Ademas se han obtenido notables mejoras en los enfermos de SIDA con tuberculosis ( Veroso, 1996).

MYASTHENIA GRAVIS

La miastenia gravis es una enfermedad que se caracteriza por la excesiva fatiga de los musculos

voluntarios e involuntarios debido a un desorden en la unién neuromuscular cuyos sintomas son:

- caida de parpados

- vision doble

- debilidad en los muasculos controlados por la voluntad: falta de fuerza en brazos, manos, dedos,
piernas ...

- dificultad para mantener la cabeza erguida

- dificultad para hablar, masticar, tragar y respirar

- pérdida de expresion facial

La miastenia gravis puede ser a menudo controlada con tratamiento adecuado, pero hasta el

momento no Se conoce cura .
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En un estudio con ratas Lewis afectadas de miastenia gravis que habian sido tratadas con
Talidomida se obtuvo un efecto selectivo de este farmaco en la supresion de ciertas respuestas

inmunomoduladoras ( Crain, 1989).

SINDROME DE WASTING

La pérdida involuntaria en més del 10% del peso corporal, junto con fiebre o diarrea se denomina
sindrome de Wasting, y esta relacionado con una progresion degenerativa de la enfermedad y la muerte, ya

que no solo se produce una pérdida de grasa sino también de masa corporal y celular.

La Talidomida ha sido utilizada con éxito en el tratamiento del sindrome de Wasting (James, 1995) y
en los casos de SIDA con este sindrome (Reyes — Teran, 1994 , 1996; Baker, 1995) .

ULCERA AFTOSA

Se observé por parte de Mascar6 (1979) la accion favorable de la Talidomida en los casos de aftas
recurrentes de la boca, refractarias a cualquier otro tipo de tratamiento e igual resultado obtuvo Torras
(1982). El tratamiento para los casos de aftosis severa y moderada, con dosis de 100-300 mg de Talidomida
diaria durante 3 semanas, constituye la terapia mas efectiva para la aftosis bucal y no sélo por el rapido
control de los sintomas, sino también por el control de las recurrencias ( Genvo, 1984; Grisnpan, 1989;
Matarasso, 1985; Brodthagen, 1985; Kurkcuoglu, 1985; Pinquier, 1987; Grinspan, 1989; Revuz, 1990;
Santis, 1991; Meni, 1993; Manesis, 1995; Bonnetblanc, 1996).

ULCERA OROGENITAL

La Talidomida resulta ser beneficiosa en el tratamiento de ulceras orogenitales ( Bowers, 1983; Jenkins,

1984 y 1985; Powell, 1985 ).

MICROSPORIDASIS

La microsporidiasis es una infestacion del tracto digestivo originada por Microsporidium sp, dando

lugar a un cuadro diarreico. La Talidomida es Util para el tratamiento de esta enfermedad ( Sharpstone,
1995; 1997).
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33.E. TALIDOMIDA EN ALTERACIONES OCULARES

CEGUERA

La Talidomida puede ayudar en el tratamiento efectivo para algunas causas de ceguera, segun
resultados del Hospital Infantil de Boston, la Facultad de Medicinas de Harvard y el Instituto Medico Howard

Hughes (Academia Nacional de Ciencias Americana).

La investigacion realizada con animales de laboratorio indica que la Talidomida inhibe el crecimiento
de vasos sanguineos en las corneas. Este efecto puede resultar Gtil para tratar algunos tipos de canceres y dos
importantes enfermedades de la vista: la degeneracion macular y la retinopatia diabética, que son dos de las

principales causas de ceguera en el mundo ( Kruse, 1998).

Las pruebas indican que dosis de Talidomida reducen el crecimiento de nuevos vasos sanguineos en las
cérneas de conejos de laboratorios entre un 30 y un 51%. Este efecto reductor, segin el Dr.Robert D"Amato,
responsable de esta investigacion, puede ser directamente responsable de las deformaciones fetales

observadas en los afios sesenta. ( ABC 26-4-1994).
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33.F. TALIDOMIDA EN ENFERMEDADES GENETICAS

LEUCODISTROFIAS

Las leucodistrofias son enfermedades genéticas desmielinizantes para las que no existen tratamientos
curativos. La Talidomida y el g interferén podrian ser tratamientos efectivos para la adrenoleucodistrofia,
ya que son inhibidores del TNF «, citocina que esta presente en altas concentraciones en las lesiones
cerebrales inflamatorias que presentan estos enfermos. La Talidomida y el £ interferén son dos tipos de
tratamientos que esta analizando Moses Rodriguez, de la Clinica Mayo de Rochester, en Minnesota en un

ensayo doble ciego frente a placebo. ( Diario Médico 22 abril 1996 ).

3.3.G. TALIDOMIDA EN OTRAS ENFERMEDADES HUERFANAS

ENFERMEDAD DE WEBER CHRISTIAN O PANICULITIS

La Paniculitis es una enfermedad inflamatoria de la piel que se caracteriza por nédulos dolorosos en
la grasa del tejido subcutdneo que tardan de 1 a 8 semanas en desaparecer. Puede acompafiarse de
alteraciones de la funcién hepatica, diatesis hemorragica y disfunciéon pancreatica, siendo el cuadro

histolégico de necrosis grasa con células inflamatorias y macrofagos llenos de grasa.

El tratamiento es con Dapsona® , pero si el paciente no responde se le inyectard un concentrado de

Prolastina® a razén de 60 mg/ Kg a la semana.

En 1977 Eravelly publica unos resultados favorables tras el uso de Talidomida en los pacientes de

Weber Christian.

ENFERMEDAD DE JESSNER KANOF

La infiltracion linfocitaria de Jessner Kanof es una alteracion de la piel caracterizada por una

acumulacion de linfocitos en la piel. Las lesiones son de pequefio tamafio, rosadas o rojas que aparecen en

la cara, cuello y/o espalda, cuyo mejor tratamiento parece ser con Talidomida ( Moulin, 1983).
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ENFERMEDAD DE HAILEY-HAILEY

El pénfigo benigno familiar o enfermedad de Hailey Hailey es una enfermedad autosémica dominante
gue parte de un trastorno en la adhesidn queratinocitaria. La fragilidad cutanea es probablemente debida
a alteraciones en los componentes desmosoémicos y en la unién de los filamentos de queratina a los

desmosomas. La infeccidn cutanea con levaduras, bacterias o virus puede jugar un papel en la patogenia.

Los signos y sintomas de esta enfermedad suelen aparecer a partir de los once afios, estando ambos
sexos igualmente afectados, con un predominio en la tercera y cuarta década de la vida, aunque tambien

se han descritos casos en la infancia.

La mayoria de los pacientes tienen una afectacion limitada, predominando axilas, ingle, pliegues y
parte posterior del cuello. Las mucosas se afectan con poca frecuencia. En la mitad de los pacientes

aparecen estrias blancas longitudinales ungueales.

La mayoria de los pacientes no presenta problemas de salud asociados, aunque ocasionalmente
ocurre un mal olor en la piel afectada y muchos pacientes empeoran con la friccién y otros con la

exposicion solar.

La Talidomida reporta importantes beneficios en el tratamiento de la enfermedad de Hailey Hailey
(Schnitzler, 1984).
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3.4 SITUACION LEGAL EN ESPANA Y EN OTROS PAISES

( informacion recabada por el Ministerio de Sanidad y Consumo espafiol )

ESPANA

La Talidomida se viene utilizando en Espafa desde aproximadamente 1987-88. Hasta el afio 1999 se
importaba de Brasil por el Ministerio de Sanidad a través del Departamento de Medicamentos Extranjeros

y a partir de entonces viene directamente de la casa madre de Alemania.

La Direccion General de Farmacia insta, en nota enviada a los Servicios de Farmacia Hospitalarios
y a las Direcciones Provinciales de Sanidad y Comunidades Auténomas, a utilizar los medicamentos
extranjeros solo en las indicaciones que tienen autorizadas en el pais de origen. De no ser asi se incurriria
en Investigacion Clinica y deberian ajustarse a la normativa que lo regula ( Art. 38.5 de la Ley del

Medicamento ).
En Brasil las indicaciones aprobadas para el uso de la Talidomida son:

- sedante, analgésico y antiemético en el dolor neoplésico

- lepra

Todo ello nos lleva a saber que en Espafia se viene utilizando la Talidomida en Investigacion Clinica

en las siguientes indicaciones terapéuticas :

-Liquen plano

-Liquen erosivo

-Panarteritis nudosa
-Reticuloidae actinico
-Esclerodermia

-Periadenitis necrotica recurrente
-Psoriasis pustulosa

-Queloides espontaneos
-Xantoma diseminado
-Infiltracion linfocitaria de Jessner-Kang
-Urticaria cronica

-Poliartritis

-Atrofia blanca de Millan
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-Pénfigo benigno familiar
-Pénfigo vulgar

-Morfea generalizada

-Eritema polimorfo

-Prurito en Hydroa Vacciniforme
-Lupus eritematoso

-Enfermedad injerto contra huésped
-Prarigo nodular

-Estomatitis aftosa

-Sindrome de Behcet

-Eritema nodoso de lepra

-SIDA (‘ulceraciones, aftas ...)

-Eritema indurado de Bazin

Las dos formas de utilizacion de la Talidomida en Espafia es o bien como parte de un ensayo clinico
para demostrar alguna de sus indicaciones o bien como uso compasivo, tal como lo establece el art. 23 del
RD.

En ninguna de las dos tenia cabida la Talidomida puesto que no existia un promotor del ensayo
clinico tampoco podria serlo el Ministerio de Sanidad. El tratamiento de uso compasivo se considera para
casos aislados que no puedan entrar en un ensayo clinico y en el caso de la Talidomida esta via quedaba

desbordada.

Todo esto conduce al Ministerio a adoptar una actitud intermedia para no privar a los pacientes de
un medicamento ““ potencialmente alentador “ en algunos casos, segin describe la bibliografia, pero por

otro lado con cierta seguridad.

Tanto en los ensayos clinicos como en el tratamiento de uso compasivo se instaura un
Consentimiento Informado del Paciente ante testigo que deben firmar los pacientes que se someten a un

tratamiento con Talidomida.
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Consentimiento Informado del Paciente ante Testigo:

“D o declaro que D.....ccocoevvrvnnnne como médico especialista en ..................
en presencia del testigo D/ D? ............cccceevenee. con DNI .....cccoe. me comunica la posibilidad de
recibir medicacion con Talidomida. Se me informa del tipo de medicacion que es y especialmente
de los riesgos que comportaria este medicamento en caso de embarazo, constituyendo graves

malformaciones en el feto que abarcarian desde las extremidades a la cabeza.

A diferencia del Consentimiento francés, éste es mas bien informativo, porque el francés en caso de

fracasar la contracepcién , obliga a la interrupcion del embarazo.

La via actual de aprovisionamiento de la Talidomida en Espafia sigue siendo el Departamento de

Medicamentos Extranjeros y en virtud de lo expuesto se aceptan las siguientes indicaciones:

-lupus eritematoso

-enfermedad injerto contra huésped
-estomatitis aftosa

-prarigo nodular

-sindrome de Behcet

-eritema nodoso de lepra

-SIDA
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FRANCIA

La Talidomida estd en tramite de registro en Francia y si esta disponible bajo prescripcion

controlada, necesitando el permiso del Ministerio de Sanidad.

Se acepta en dos indicaciones: lupus eritematoso cronico y lepra, aunque también es igualmente

utilizada en otras indicaciones parece ser como ensayo clinico abierto en :

-enfermedad de Behcet

-aftosis bucales

-prurigo nodular de Hyde
-enfermedad de Weber Christian
-pioderma gangrenosum
-rectolocolitis hemorragica
-dermatosis actinica polimorfa
-enfermedad injerto contra huésped
-ulceracion orogenital severa

-artritis reumatoide

Hasta 1986 la obtencidn se efectuaba por peticion del médico prescriptor al Director Cientifico de la
Farmacia Central de los hospitales de Paris, acompafada de un certificado en el que se hacia constar que

se tenia conocimiento de los peligros que podia ocasionar dicho producto.

En 1987 la Direccion de Farmacia y del Medicamento establece junto con la Sociedad Francesa de
Dermatologia ciertas reglas y obligaciones recogidas en una nota de la Farmacia Central de los

hospitales de Paris.

S6lo los médicos hospitalarios estan habilitados a prescribir la Talidomida, dispensandose
exclusivamente por las Farmacias Hospitalarias para enfermos hospitalizados o en tratamiento
ambulatorio, no pudiendo sobrepasar la cantidad dispensada los 30 dias de tratamiento. El enfermo

recibe junto con la medicacion una hoja de informacion.

En el ambito ambulatorio es reembolsada en un 70% por la Seguridad Social. Una vez cumplido el
mes de tratamiento el reaprovisionamiento tendra lugar s6lo si se adjunta a la peticion una ficha de

vigilancia médica especializada.
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Los pacientes en edad fértil deben firmar el Consentimiento Informado al Paciente que es de la forma

siguiente:

E declaro haber sido informada por el Dr. .......ccccoeennene. quién me
prescribe un tratamiento con Talidomida. Me ha informado de los peligros de este medicamento en
caso de embarazo y de la necesidad de una contracepcion eficaz durante la duracion del
tratamiento. Se me ha realizado un examen para asegurar que no estaba embarazada en la fecha
del comienzo del tratamiento. He sido informada que en caso de fracaso de la contracepcion

durante el tratamiento, es necesario recurrir a la interrupcion del embarazo . *

ALEMANIA

Segun informa la BGA ( Bundesgesundeheitasamt ) la Talidomida se encuentra registrada en

Alemania para el tratamiento de reacciones causadas por la lepray s6lo para uso hospitalario.

Actualmente es el Unico pais europeo que la tiene registrada y se desconoce si se esta utilizando

mediante alguna otra via como ocurre en otros paises.

ITALIA

Segun informa el Ministerio de Sanidad italiano no se encuentra registrada la Talidomida en Italia y

tampoco conocemos si se esta utilizando.

INGLATERRA

Segun informa la MCA ( Medicines Control Agency ) Inglaterra tampoco cuenta con autorizacion

aungue si menciona la prescripcion facultativa.

No se conocen los requerimientos solicitados a los pacientes ni las condiciones de la poblacion

afectada.
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EE.UU.

La FDA ha incluido a la Talidomida dentro del grupo de medicamentos huérfanos en las siguientes

indicaciones:

-enfermedad injerto contra huésped : para la profilaxis y para tratamiento
-lepra : en los casos de reacciones lepromatosas
-enfermedad injerto contra huésped: en pacientes que han sido sometidos a un transplante de

médula dsea : para la profilaxis y el tratamiento.

En el &mbito oficial ha sido dificil conseguir informacion debido posiblemente a que después de la

catastrofe de la Talidomida se convirtié en un tema taba .

Para el tratamiento de las reacciones lepromatosas, el farmaco estad disponible por el Centro

Nacional de la Enfermedad de Hansen ( Carville, Lousiana ).
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3.5 CONTRAINDICACIONES

El tratamiento con Talidomida esta contraindicado en los casos de:

a.  Hipersensibilidad a la Talidomida
b. Embarazo
c.  En mujeres potencialmente fértiles

d.  En pacientes con neuropatia periférica

3.6 PRECAUCIONES

Se debera tomar una serie de precauciones a la hora de administrar un tratamiento con Talidomida en

los siguientes casos para garantizar una seguridad de uso ( Asscher 1994).

a. Durante la lactancia

b. Pacientes con alteracion hepatica o renal

c.. Pacientes con alteraciones neuroldgicas o con historial de neuritis
d. Fallo cardiaco congestivo o hipertension

e.  Pacientes con constipacion u otras alteraciones gastrointestinales

f.  Pacientes con SIDA que presenten reacciones de hipersensibilidad a la Talidomida
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3.7 REACCIONES ADVERSAS Y EFECTOS SECUNDARIOS

La mayor parte de las REACCIONES ADVERSAS suelen solucionarse con la disminucion de la dosis

administrada, la suspension del farmaco o simplemente con tratamiento sintomatico y son del tipo:

Hematoldgicos:
La leucopenia ha sido detectada ocasionalmente en los pacientes tratados (Cazort, 1966; lyer, 1971;
Jew, 1990; Gutiérrez-Rodriguez,1989). La trombocitopenia plrpura ha sido detectada ocasionalmente en la

terapia de Talidomida (Heney, 1990).

Cardiovasculares:

Edema, principalmente de las extremidades durante el tratamiento con Talidomida y ha sido
controlada con terapia de diuréticos (Cazort, 1966; Grosshan, 1984; Gutiérrez — Rodriguez, 1989; Revuz,

1990). La vasculitis alérgica ha sido una complicacion rara en la terapia de Talidomida ( Heney, 1991).

SNC:

Vértigo, dolor de cabeza, alteraciones del humor, irritabilidad, embriaguez y fatiga se han detectado en
pacientes tratados con Talidomida ( Revuz., 1990; Heney, 1990). La incidencia de la neuropatia por
Talidomida ha sido estimada de forma muy variable desde valores inferiores al 1% a otros que superaban el
60% ; por lo que todavia no esta del todo esclarecido si el desarrollo de neuropatias es dependiente de la
dosis o si es el resultado de susceptibilidades individuales. La somnolencia es un efecto adverso de la
Talidomida esperado por ser ésta un agente sedativo - hipnético (Sheskin, 1969; de las Aguas, 1971;
Grosshans, 1984; Naafs, 1985; Youle, 1989; Gutiérrez - Rodriguez, 1989; Heney, 1991; Bessis, 1992). Ha
sido detectada en un 100% de los pacientes tratados con altas dosis (Gutiérrez - Rodriguez, 1989; Vogelsang,
1992).

Metabolicos:

Los aumentos de peso presumiblemente relacionados con el aumento de apetito, han sido observados en

algunos de los pacientes tratados con Talidomida ( Heney, 1990).
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Gastrointestinales:

Nauseas, vomitos, sequedad de boca y constipacion han sido observados durante el tratamiento con
Talidomida ( Grosshans, 1984; Naafs, 1984; Revuz, 1990; Gutiérrez-Rodriguez, 1989; Heney, 1991;
Vogelsang, 1992 ), siendo la constipacién dosis dependiente ( McCarthy, 1989 ), asi como un aumento en el
apetito ( Revuz, 1990).

Genitourinarios:
Los desordenes menstruales ( amenorrea, menorragia, alteraciones menstruales ) (Grosshans, 1984;

Naafs, 1985; Gutiérrez - Rodriguez, 1989 ), asi como una disfuncion de la ereccion y pérdida de la libido, han

sido observadas ocasionalmente durante el tratamiento con Talidomida ( Grosshans, 1984).

Dermatoldgicos:
Se han observado sequedad de piel, alopecia, pruritus, eritema y erupciones papulovesiculares en menos
de un 10% de los pacientes durante el tratamiento con Talidomida (Sheskin, 1969; Naafs, 1984; Gutiérrez -

Rodriguez, 1989; Revuz, 1990; Heney, 1990). La dermatitis exfoliativa se evita con la suspension del
tratamiento (Salafia, 1988).

Los EFECTOS SECUNDARIOS mas relevantes son:

Neuropatia periférica:

Dado que el efecto teratogénico de la Talidomida en la actualidad puede estar controlado, el
principal factor limitante para el uso de esta forma de tratamiento es la neuropatia periférica téxica, cuya
incidencia se ha estimado de forma muy variable desde valores inferiores al 1% hasta otros superiores al
60%, por lo que todavia no esté del todo esclarecido si el desarrollo de la neuropatia es dependiente de la
dosis o si es el resultado de susceptibilidades individuales, ya que algunos autores afirman que la
aparicion de neuropatias depende del tiempo de administracion ( suelen aparecer a partir del quinto o
sexto mes de tratamiento ) y/o de la dosis administrada, aunque Ochonisky (1994) sefiala que la aparicion
de neuropatia no parece estar relacionada con la dosis diaria ni con la duracion del tratamiento, sino con
susceptibilidades individuales; pero en todos los casos estudiados se ha observado que las neuropatias son
reversibles en un porcentaje variable de casos, con la retirada del farmaco, y llegan a ser irreversibles en

otros.
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Las caracteristicas clinicas de la neuropatia inducida por Talidomida son bien conocidas y consisten
fundamentalmente en parestesias dolorosas distales simétricas y a veces pérdida de la sensibilidad en los
miembros inferiores. Mas tardiamente puede aparecer debilidad muscular. Los hallazgos electrofisioldgicos
son los siguientes: neuropatia axonal sensorial con disminucion de la amplitud del potencial de accién de los

nervios sensoriales periféricos con conservacion relativa de la velocidad de conduccion.

A pesar de los posibles dafios neuroldgicos que ciertos autores comentan con el tratamiento de
Talidomida ( Archer, 1978; Aronson, 1984; Awofeso, 1992; Crawford, 1992 ), habria que determinar en cada
caso las causas en cuanto al tipo de enfermedad, posologia, dosis, caracteristicas genéticas etc. que iniciaron
la aparicion de tales dafios . Sin embargo otros autores, como Dominguez ( 1994), afirman que no se observo
ninguna alteracion neuroldgica ni aparicion de neuropatia en todos los pacientes tratados con Talidomida.
Observaciones similares, insistiendo también en que no se presenta este efecto colateral, se encuentran en las
publicaciones de Londofio ( 1973); Barba Rubio (1975);Flores (1975) y Saul (1976). Esto es particularmente
Ilamativo en enfermos de lepra, que casi se pueden considerar como dependientes de Talidomida, por recibir
el medicamento mucho tiempo y casi de forma constante, en los cuales s6lo excepcionalmente pudo
observarse la polineuropatia ( Dominguez, 1994 ) . Se sefiala que es precisamente la sintomatologia
neurolégica que presentan estos enfermos lo que primero mejora una vez que inician el tratamiento con
Talidomida; finalmente Barnhill (1982) apunta en un articulo que la Talidomida ha sido empleada con éxito

precisamente en neuralgia postherpética.

Por lo tanto es deseable llevar a cabo un estudio en los pacientes con afecciones que requieran
Talidomida efectuando investigaciones electrofisiolégicas en condiciones basales, y tratar de demostrar que,
al igual que como sucede en enfermos que reciben diaminodifenil sulfona, la importancia de poseer
genéticamente la cualidad de ser acetilador rapido o carecer de ella va a determinar la presentacion de los

efectos negativos atribuidos a este farmaco ( Dominguez, 1994).

El desarrollo de lesiones teratdgenas ha sido uno de los efectos secundarios méas espectaculares
observados a partir del uso a gran escala de la Talidomida ( Mc Bride, 1978), que resulta teratbgena a dosis
intravenosas de 45 mg/ Kg ( ratas Wistar ) ( Parkhie, 1983).

Se retira del mercado por la cantidad de nifios que nacieron con malformaciones neonatales. El defecto
mas frecuente fue la focomelia aunque también se detectaron otras malformaciones graves que incluian
sordera, parestesias faciales y oculomotoras, estenosis anal, malformaciones de cabeza y defectos vaginales y
uterinos ( Arbad-Zadeh, 1966).
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No obstante, a diferencia del resto de efectos secundarios, las alteraciones teratogénicas se pueden
obviar al evitar su consumo durante el embarazo o suprimir la posibilidad del mismo durante el periodo de

tratamiento o, como apunta Arlen (1996), con la combinacion de acido acetil salicilico.

El potencial teratégeno esta en relacion con la dosis y el tiempo de administracidn. Asi, en el periodo de
blastogénesis se sucedieron las muertes fetales, durante la embriogénesis se detectaron las deformaciones y en
el Ultimo trimestre de embarazo se sucedieron las anormalidades funcionales ( Gordon, 1966 ), pudiéndose

predecir un diagndstico prenatal del sindrome de Talidomida ( Gollop, 1987 ).

Es tan intensa su accion teratégena, que con solo una dosis de este farmaco administrado entre los dias

24y 36 del embarazo se producian las malformaciones descritas anteriormente ( Lenz, 1967 ).

Se cree que la accion teratégena de la Talidomida es debida a algunos de sus metabolitos, pero el &cido
2 ftalimido glutarico, a dosis de 150 mg/Kg por via oral en conejos no es teratogena y si lo es via
intraperitoneal a dosis de 200 mg/Kg; lo mismo le ocurre a la ftalimida, que a dosis orales de 150 mg/Kg en
conejos, no resulta teratdgena y si a dosis de 6,2 mg/Kg via intraperitoneal en ratones ( Andrew, 1984 );
luego se puede concluir que la activacion metabolica de la Talidomida juega un papel importante en los
procesos de teratogénesis ( Blake, 1982 ), siendo el mecanismo teratogénico un asunto adn por resolver ( Mc
Credie, 1976; Stephens, 1988; Vaisman, 1996 ).

Se trata de explicar el efecto teratdgeno de la Talidomida a través de una interferencia con el

metabolismo del &cido glutamico o con algunos factores del complejo vitaminico B ( Jonsson, 1972).

El sindrome de Roberts o focomelia:

Es una enfermedad autosémica recesiva caracterizada por presentar las siguientes anormalidades
(Felisati, 1963, 1964; Fogh-Andersen, 1966).

- microbraquicefalia

- deficiencia grave del crecimiento

- anormalidades faciales: labio hendido con o sin paladar hendido y premaxilares gravemente
prominentes. Hipertelarismo, hemangioma capilar en medio de la cara y aletas nasales delgadas.
Orbitas poco profundas, ojos prominentes con escleréticas azules, micrognacia y orejas
malformadas con Iébulos hipoplasicos.

- anormalidades de los miembros: hipomelia, mas grave en los miembros superiores que varia
considerablemente desde focomelia hasta grados menores de reduccién de los miembros que a

menudo incluyen hipoplasia o ausencia de radios, primeros metacarpos y pulgares, pernos, cubitos,
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carpos y tibias; sindactilia, climodactilia del quinto dedo y deformidad de talipes. Desarrollo
definitivo incompleto de los dermatoglifos.

- escasez de pelo

- anormalidades genitales: hiptorquidia. El falo puede parecer relativamente méas grande en relacion
con el tamarfio del cuerpo

- anormalidades ocasionales: Encefalocele frontal, hidrocefalia. Microftalmia, nubes en la cornea,
cataratas, coloboma del parpado y paralisis del nervio craneal. Cuello corto, anomalias cardiacas y

alteraciones renales. Utero bicorneo, polihidrannios, trombocitopenia e hipospadias.

A pesar de las intensas investigaciones, el mecanismo de induccion teratogénico de la Talidomida no
esta esclarecido ( Beckman, 1984, Randall, 1990). No obstante la mitad ftalimida ha estado implicada
(Grosshans, 1984 ) y se han intentado los cambios estructurales en la molécula de la Talidomida para crear
derivados con acciones antiinflamatorias / inmunosupresoras, pero sin el potencial teratogenico ( Barnhill,
1984, Grosshan, 1984 ).

Esta separacion de las actividades en la molécula de la Talidomida no ha sido totalmente satisfactoria;
muchos anélogos capaces de suprimir la reaccion de la lepra son teratdgenicos ( Grosshan, 1984, Jenkins,
1985).

Hoy en dia, debido a sus excelentes propiedades farmacoldgicas en determinadas areas, se estan
llevando a cabo investigaciones sobre posibles analogos estructurales de Talidomida; ademas, gracias a la
Farmacovigilancia, los expertos en Teratogenicidad han avanzado considerablemente en la evaluacion y el

seguimiento de la seguridad y control de medicamentos ( Lipson, 1992).
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3.8 INTERACCIONES

Se ha encontrado que la Talidomida potencia la actividad de los barbituricos, alcohol, clorpromazina y
reserpina, mientras que su accion sedativa se ve antagonizada por metilanfetamina y etilfenidato. La
Talidomida antagoniza la accién de la histamina, serotonina, acetilcolina y prostaglandinas en experimentos

con érganos animales, pero no tiene influencia en la reaccion uterina con oxitocina, vasopresina e histamina.

No se ha encontrado que altere pruebas de laboratorio, pero este farmaco puede enmascarar los
sintomas TB o0 MAC vy retardar el diagndstico de estas infecciones, por lo que se recomienda monitorizar a

los pacientes para infecciones por Mycobacterias.

3.9 SOBREDOSIFICACION

La Talidomida no resulta toxica, ya que pacientes que accidentalmente se han sobredosificado o bien
intencionadamente han intentado suicidarse con Talidomida han sobrevivido sin dafios detectables
(Breshnfhan, 1961; Burley, 1960).
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41 N°CAS Y DE PATENTE FARMACEUTICA

El principio activo, Talidomida, no se encuentra descrito en las farmacopeas de uso habitual
(Ph.Europea, BP, USP, etc.). EI CAS de la Talidomida es el 50-35-1 y el registro de patente es britanico
con numero 768.821 a favor de la firma alemana CHEMIE GRUNENTHAL.

42 DESCRIPCION QUIMICA DE LA TALIDOMIDA
A DENOMINACION QUIMICA:

La Talidomida es un derivado del acido glutamico; quimicamente es la N-
ftalimidoglutarimida. Su D.C.1. es 2 —(2,6-dioxo-3-piperidinil)-1H-isoindol-1,3 (2H)-diona

Otras denominaciones para la Talidomida ( The Merck Index)

- Distaval

- K17

- aftalimidoglutarimida

- 2-ftalimidoglutarimida

- 2,6-dioxo-3-ftalimidopiperidina
- N-(2,6-dioxo-3-piperidil) ftalimida
- imida del &cido N-ftaliglutamico
- Softenon

- Sedalis

- Talimol

- Pantosediv

- Neurosedyn

- Kevadon

- Contergan
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Grdfico 1: Talidomida

COMPOSICION CENTESIMAL.:

PESO MOLECULAR:

ASPECTO FISICO:

PUNTO DE FUSION:

C 13 H 10 N2 04

C 60,46% H 3,9% N 10,85%0 24,78%

258,23 (en forma anhidra)

polvo cristalino blanco

cristales con valor de punto de fusién 269 - 271
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PROPIEDADES ESTRUCTURALES

SOLUBILIDAD:

La Talidomida es parcialmente soluble en agua ( 50 xg/ml ), metanol, etanol, acetona,
acetato de etilo, acetato de butilo, acido acético glacial. La méxima solubilidad del racémico de
Talidomida en agua es del orden de 2 x 10 ™ mol/I ( 45-60 mg /L) ( Schumacher, 1965; Williams,
1965).

Es muy soluble en dioxano, dimetilformamida, piridina y dimetilsulfoxido ( 56 mg/ml ) y
practicamente insoluble en éter, cloroformo y benceno.

DESVIACION OPTICA

La Talidomida es un racémico, por lo que no desvia el plano de luz polarizada.
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METODOS DE IDENTIFICACION DE TALIDOMIDA

( Clarke’s Isolation and Identification Of Drugs )

INFRARROJO

No se ha encontrado ningln espectro de referencia y si los principales picos de la Talidomida
que aparecen a las A = 1681, 727, 1205, 1250, 1316, 110 nm

ULTRAVIOLETA

Solucion acuosa acida

240 nm A=385b
300 nm A= 94D

El espectro ultravioleta presenta para la Talidomida un maximo de absorciéon a 300 nm (
Beckman, 1961).

ESPECTRO DE MASAS

Los principales picos de la Talidomida son a 76, 173, 104, 111, 148, 50, 169 y 130 m/z.
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45 METODOS DE CARACTERIZACION DE LA TALIDOMIDA

451 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
La caracterizacion de la Talidomida se puede realizar mediante una cromatografia en capa fina; se
cita la deteccion no especifica con el reactivo tolidina clorada, que es bastante sensitivo a este

medicamento ( Thin layer chromatography ).

Se utiliza cloro, obtenido a partir de cloruro calcico, para preservar todo el porta del

oscurecimiento. La clorinacion intensiva es necesaria para la identificacién de la Talidomida.

La Talidomida no puede ser extraida de la solucién &cida. Se aplica sobre la placa una solucion de
hidréxido sédico N y la cromatografia en capa fina se lleva a cabo con cloroformo: acetona ( 90:10 ) o
con dimetilformamida : metanol: agua (25:70:5).

También se ha utilizado para la separacion de la Talidomida benceno:piridina (80 : 20).

La deteccion no sélo es posible con los métodos no especificos relacionados, sino también con el

reactivo de Zwikker o después de la conversion en el correspondiente acido hidroxamico.
El reactivo de Zwikker es: cobalto 11 nitrato-amoniaco ( Shellard,1964 ).
- reactivo en spray: 1% de solucion de cobalto Il nitrato en etanol absoluto.
- Tratamiento después de la pulverizacién: se seca la placa a temperatura ambiente y se introduce en
una camara saturada con vapor de agua y conteniendo una solucién al 25% de hidréxido amonico.
El valor de h Rf de la Talidomida es 45 (I b)

45.2 ELECTROFORESIS CAPILAR:

Se puede aislar la Talidomida y los derivados hidroxilados de ésta por electroforesis capilara

mediante el empleo de ciclodextrinas ( Meyring, 1999).
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4.6 TECNICAS ANALITICAS DE TALIDOMIDA “in vitro “
4.6.1 ENSAYOS

ANALISIS TERMICO: Segin informacion aportada por el Centro Nacional de
Farmacobiologia, por DSC se obtiene un endotermo Unico, asimétrico, con un onset a 277,899° C.
Cuando la muestra se tritura o precalienta y después se analiza por DSC se obtiene un solo
endotermo, simétrico, no observandose cambio en el onset de fusién. Estas variaciones de simetria
del pico, antes y después de su trituracion, pueden ser debidas a una distinta distribucién

granulométrica del polvo. Por la técnica TGA se obtiene una pérdida en peso de 0,5%.
462 VALORACION
4.6.2.A.HPLC:

Los datos del andlisis cromatogréafico se obtienen de la empresa Research Biochemicals

International.

Fase Movil: 30% KH,PO, (0,05 M)/ACN

Columna: Bondclone C18 3,9 mm i.d. x 30 cm length
Detector: uv

Longitud de onda: 254 nm

Flujo: 0,7 ml / minuto

Tiempo de retencion: 4,8 minutos

3,843
£5 983

Analisis canal A

Pico tiempo tipo altura (unv) area(uVv) area%

1 3,843 N 2377 24267 0,505
2 4,803 N 416378 4751474 98,949
3 5.983 N1 1661 26193 0.545
Area total 4801934 99,999

Grafico 2: HPLC de la Talidomida
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4.6.2.B. RMN. ( Research Biochemicals International )

Los datos de RMN se obtienen de la empresa Research Biochemicals International

300 m Hz ( DMSO-d)

_ o

'I'III_I_TI*YTIJIIIlI'IITI | B T P

11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 80

gréafico 3: RMN de la Talidomida
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4.6.2.C ULTRAVIOLETA: Absorcion maxima en solventes neutros a 220 um y 300 um ( The Merck
Index)

4.6.2.D. POTENCIOMETRIA:

El Centro Nacional de Farmacobiologia propone la determinacién de la riqueza por medio
de una valoracién potenciométrica en medio no acuoso, utilizando como disolvente piridina y

como valorante hidroxido de tetrabutilamonio.

4.6.2.E. IMPUREZAS:

Segln informacion aportada del Centro Nacional de Farmacobiologia, los estudios
cromatogréficos de HPLC y TLC realizados en una muestra patron de Talidomida no detectaron
presencia de impurezas significativas. No obstante, no es factible afirmar que los métodos
utilizados en el control de calidad sean los adecuados para la correcta separacion de Talidomida

de sus impurezas de sintesis y sus productos de degradacion.

4.6.2.F DETERMINACION DE TALIDOMIDA EN FORMAS SOLIDAS Y MATERIA PRIMA

La determinacién de la Talidomida en comprimidos, cépsulas y materia prima por
cromatografia liquida esti descrita ampliamente por Reepmeyer (1997), que utiliza un método

cromatograéfico liquido, isocratico y simple.

El método utiliza una columna tipo Nova Pak octadecilsilano ( 150x 3,9 mm tamafio de
particula 4 micras ); como fase mdvil mezcla de acetonitrilo: agua ( 15 : 85 ); flujo de 1 ml /

minuto; longitud de onda 237 nmy como estandar interno fenacetina.

Se utiliza el &cido fosfdrico en la preparacion de soluciones para inhibir la hidrolisis de la
Talidomida. El método determind entre un 99,3 a un 100,4 % de Talidomida en materia prima de
cuatro fabricantes distintos; del orden de un 79,7 a un 104,8 % de Talidomida en comprimidos de
cuatro fabricantes y de un 75,3 a un 102,6% de Talidomida en cépsulas de cuatro fabricantes.

La precision del método realizada en andlisis por triplicado y durante 5 dias fue en
comprimidos de 0,30%, en cépsulas de 0,22% y de 0,22% en materia prima. El porcentaje
recobrado de una formulacion simulada en comprimidos fue del 100%.. Este método utilizado por
Reepmeyer ( 1997) ha sido también utilizado para la determinacion del contenido de uniformidad

en comprimidos y en capsulas de Talidomida.
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TECNICAS ANALITICAS DE TALIDOMIDA “IN VIVO “

ESPECTROFOTOMETRIA UV : para muestras de Talidomida en sangre, plasma u orina
(Green, 1961).

CROMATOGRAFIA GASEOSA : para la determinacion de la Talidomida en muestras
biolégicas ( Sandberg, 1969).

HPLC : para muestras de Talidomida en plasma y sangre .

El primer método descrito de HPLC para la determinacién de la Talidomida en muestras
bioldgicas es de Czejka ( 1987) y en él se sefiala la necesidad de utilizar un agente formador del
par ionico en la fase movil y del tiempo considerable, ya que se necesita mas de 15 minutos para

la separacion en la columna.

La extraccion a partir de muestras en sangre se realizé en cartuchos RP 18 con 0,5 cm® de
fase estacionaria con 0,5 ml de solucion salina ( pH 7,4 carbonato sodico) lavado con &cido
clorhidrico 0,1M y eludido con solventes como la dimetilformamida, dimetilformamida-metanol
(1:1 v/v); acetonitrilo-metanol ( 2:1 v/v). A continuacion la cantidad extraida pasa a la columnay

es cromatografiada con las fases moviles de los sistemas 1y 2 descritos en el método de HPLC.

Este procedimiento presenta la ventaja de la concentracion de las muestras en caso de que el
volumen del eluyente sea menor que el volumen de la muestra y, ademas, se elimina la
interferencia de los componentes del plasma con el lavado de las muestras con el &cido

clorhidrico.

Chem ( 1989) utiliza un gradiente de metanol — buffer con un tiempo de separacion en

columna de 12 minutos.

Aboul-Enein (1 1991) lleva a cabo la separacion de los enantiémeros de la Talidomida por
medio de técnica de HPLC directa con fase estacionaria de benzoato de celulosa tris-4-metil —
fenil ( CHIRALCEL 0J) ; el solvente fue mezcla de hexano-etanol ( 50:50); el flujo de 1 ml/miny
la temperatura de 25°C. El factor de capacidad ( K") para el primer enantiomero eludido que fue
el R (+) Talidomida fue de 9,67 y el factor de separacion ( « ) fue de 1,54 siendo el maximo factor

de resolucion estereoquimico ( R) obtenido de 15,05.
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Eriksson ( 1992) utiliza un sistema isocratico similar al de Heney (1991); pero la ventaja
es de que el tiempo ahora es de tan sélo 6 minutos y, ademas, la hidrolisis de la Talidomida se
logra enlentecer con la incorporacion de una solucién buffer, tanto para muestras en sangre como

en plasma, ya que de esta forma el valor del pH se acidifica y la Talidomida se estabiliza .

Andrew ( 1995) propone una serie de pautas para una correcta extraccion, transporte y
manipulacion de las muestras bioldgicas de Talidomida hasta el momento de analizarlas por
HPLC.

Reepmeyer (1996) logra la separacion enantiomérica de la Talidomida por HPLC

utilizando para ello una fase movil con SCD .

Haque ( 1998) determina el racémico de la Talidomida en plasma humano, utilizando
para ello una columna AVIDIN y una extraccién en fase sélida. Utilizan un método por HPLC que
aisla los enantiomeros de la Talidomida con fase movil, mezcla de 2 propanol-fosfato buffer ( 0,1
M pH 4) en relacion (2:98 v /v) y a un flujo de 0,6 ml/ min a la temperatura de 25°C y a A de 300
nm. El tiempo del cromatograma fue inferior a 13 minutos, considerandose el método sensible y

siendo valido para medir los niveles de cada enantiomero en plasma.
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ESTABILIDAD DEL PRINCIPIO ACTIVO

PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE LA TALIDOMIDA

De los resultados del amplio trabajo sobre estabilidad publicado por Schumacher (1965) se
concluye que, quimicamente, la Talidomida difiere del resto de los depresores del SNC en que es
altamente reactiva con nucleoéfilos, tales como los iones hidroxilo, resultando en una hidrolisis
rapida en solucion acuosa, incluso a valores de pH fisiolégico. En solucién buffer, la Talidomida

experimenta una hidrolisis espontanea.

Por ser la Talidomida un agente no polar, se puede asumir que tiene un alto grado de union a

proteinas plasmaticas; tal unién podria proteger a este agente del proceso hidrolitico.

La Talidomida es inestable en solucion acuosa a valores de pH fisioldgicos y en cualquier
solucion de Talidomida de valor de pH superior a 7, incluso después de una hora, es muy probable
encontrar en dicha solucion, ademas de Talidomida, los doce metabolitos que se forman a partir

de un proceso hidrolitico espontaneo.

A valor de pH 6, la Talidomida se hidroliza ligeramente y el producto mayoritario de
hidrolisis es la a-o-carboxibenzamido glutarimida (1V), con pequefias cantidades del &cido 4
ftalimido glutaramico (I1) y del &cido 2 ftalimido glutaramico (Il1), formados a partir de la

hidrélisis del anillo de glutarimida.

A valor de pH de 7,4 la Talidomida se hidroliza més rapidamente, de forma que en una hora
desaparece un 28 % de principio activo y al cabo de 24 horas préacticamente el 100 % se hidroliza
por completo, transformandose en sus metabolitos, particularmente en el &acido 2 o-
carboxibenzamido glutardmico (VI) y en el &cido 4 o-carboxibenzamido glutaramico (VII). A este
valor de pH el anillo de glutarimida es susceptible a la hidrdlisis para dar el acido 2-

ftalimidoglutaramico (I1) y el &cido 4 ftalimidoglutaramico (l11).

Sin embargo, el acido 2 ftalimidoglutardmico es muy inestable a valor de pH 7,4 (t % de 5

horas ) y se transforma rapidamente en el &cido 4 o- carboxibenzamido glutaramico (VI).

A valor de pH 8 la hidrélisis es muy rapida, de forma que un 66% de Talidomida es
hidrolizada en 1 hora, formandose como principal producto, una vez mas, la a-0-
carboxibenzamido glutarimida (1V), aunque también hay grandes cantidades del acido 4 ftalimido

glutaramico (1), pero a este valor de pH el acido 4 ftalimidoglutaramico (I1) tiene un valor de
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semivida de 2 horas, siendo rapidamente transformado en el acido 2 ortocarboxibenzamido

glutaramico.

Al aumentar el valor del pH de 7,4 a 8 la velocidad de hidrolisis del anillo de glutarimida es

mas de 10 veces superior que con valor 7,4.

La principal ruta de hidrolisis de la Talidomida a valores de pH 6; 7,4 y 8 es por hidrolisis
del anillo ftalimido para formar la a-0-carboxibenzamida glutarimida (1V), que es razonablemente
estable a estos valores de pH; sin embargo, los principales metabolitos son los &acidos 2 o-
carboxibenzamido glutaramico y el 4-o-carboxibenzamido glutardmico. Una pequefia proporcion
es hidrolizada a &cido ftalico (I1X), « aminoglutarimida (X), glutamina (XII) y a &cido glutamico
X1).

Al aumentar el valor del pH, los enlaces del anillo de glutarimida se vuelven mas susceptibles
a la hidrolisis y especialmente a valores de pH de 7,4 y 8 se forman considerables cantidades del
acido 2 ftalimidoglutaramico (1) y el acido 4 ftalimidoglutaramico (l11). El origen del &acido 2
ftalimidoglutarico es probablemente la transformacién del producto | en el 111y éste en el V siendo
la a-amida del &cido 2 ftalimidoglutaramico mas facilmente hidrolizada que la a-amida de su

correspondiente 4-isomero (I1).

Estos datos ponen de manifiesto que una solucion buffer de Talidomida a valor de pH 7 a 8
contendra en un periodo de 24 horas, todos los productos de hidrolisis descritos en el gréafico 4
(Schumacher, 1965).
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Gréfico 4 : productos de hidrdlisis de la Talidomida

482 TECNICAS ANALITICAS PARA EL ESTUDIO DE LA HIDROLISIS DE TALIDOMIDA

La hidrdlisis espontanea de la Talidomida, a diferentes valores de pH, puede ser analizada

espectrofotométricamente y sus productos de hidrélisis pueden ser identificados por sus

respectivos valores de Rf y reacciones colorimétricas en cromatogramas de papel.
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4.8.2.A. ESPECTROFOTOMETRIA PARA LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE TALIDOMIDA

Schumacher (1965) analiz6 la hidrdlisis espontanea de la Talidomida a diferentes valores de
pH por técnicas espectrofotométricas, ya que la Talidomida en etanol acuoso o &cido diluido
presenta dos picos de absorcién en la regién del ultravioleta del espectro: una intensa absorcion

se manifiesta a 220 nmy otra cerca de los 300 nm ( Green, 1961 ).

A valores de pH alcalinos el anillo de ftalimida se abre y esto va acompafiado de un descenso

en la densidad 6ptica a 220 nm.

Preparacion de la solucion: se prepara una solucion acuosa saturada de Talidomida a
partir de 50 mg de Talidomida con 50 ml de agua destilada y filtrando durante 3 minutos. La
concentracion final de esta solucion estimada espectrofotométricamente es de 45 a 50 wg/mi
tomando un valor de E 1% 1cm a 220 nm de 1,950 ( Green, 1961 ).

Condliciones para la cuantificacion de la hidrdlisis del anillo de ftalimida: el anillo de
ftalimida de la Talidomida se hidroliza completamente después de una exposicidn en un exceso de
hidroxido sodico N durante 10 minutos. Se trataron volimenes de solucion acuosa de Talidomida
conteniendo de 73 a 294 g de Talidomida con un exceso de hidréxido sédico N (5ml) durante 10,
20, 30 y 60 minutos. Las soluciones se neutralizan con &cido clorhidrico N diluyendo a 50 ml con
agua y se mide la densidad Optica a 225 nm . Se tratan de forma idéntica alicuotas con una mezcla
de 5 ml de hidréxido sédico N y 5 ml de &cido clorhidrico N diluyendo a 50 ml con agua
asumiendo que la extincion a 225 nm es el tiempo cero de la hidrolisis. A los diez minutos de

exposicion en un alcali se produce un descenso maximo en la extincion.

Curva de referencia de hidrolisis de Talidomida: se prepara a partir de una solucion
acuosa saturada de Talidomida estimando la  concentracion del farmaco
espectrofotométricamente a 220 nm. Se trataron durante 15 minutos alicuotas de la solucion (de 1
a 4 ml) con hidréxido sédico N (5 ml) seguido de acido clorhidrico N (5 ml) y diluido a 50 ml con
solucién buffer de pH 7,4 y midiendo su extincién a 225 nm y obteniendo una serie de densidades
Opticas llamadas E1. Se tratan de forma idéntica alicuotas con 5 ml de hidréxido sédico N
neutralizado con 5 ml de acido clorhidrico n diluyendo a 50 ml obteniendo una segunda serie de
valores denominados E2. La densidad éptica se mide a 225 nm y no al pico de absorcion de la

Talidomida que es 220 nm porque esto permite un ajuste mas favorable del espectrofotémetro.
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Efecto del pH en la hidrolisis espontdnea de la Talidomida: a partir de una solucién
acuosa saturada de Talidomida determinando su concentracién espectrofotométricamente. Se
preparan una serie de diluciones de concentracion 5,5 g/ml en soluciones buffer de pH 3,05; 3,8;
4,9; 5,55; 6,8; 7,3; 7,6; 7,8 y 8,8 se guardan a 37°C y después de 1 hora y 5 horas la extincion a
225 nm se representa en el gréafico 5. En el gréafico 6 se muestran las diferencias en las densidades

Opticas cuando se analizan muestras cada hora que estan a valores de pH de 7; 7,4; 8y 8,4.
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Gréfica 5: Gréfica 6:
efecto del pH en la hidrélisis de Talidomida Grado de hidrdlisis de la Talidomida a pHs :
o ph=7
0  1horade incubacién X ph=74
. 5 horas de incubacién . ph=8

Influencia de la temperatura en la solucion buffer. Al trabajar en condiciones de
temperatura de 37° C hay que tener en cuenta que las unidades de pH pueden variar de 0,4 en

algunas soluciones buffer a 0,1 en otras.

Al comparar la hidrolisis de (+) y (-) Talidomida con la de (#) Talidomida, se ha encontrado
que las tres sustancias se hidrolizan en un porcentaje muy similar a valores de pH de 7,2 y a
27°C, siendo cerca de un 8% la cantidad hidrolizada para una hora y para 24 horas un 80% de

cada isdbmero se ha descompuesto.
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4.8.2.B.CROMATOGRAFIA EN PAPEL PARA LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE LA
TALIDOMIDA

La separacion cromatogréfica de la Talidomida y sus productos de hidrolisis fue lograda por
Schumacher (1965) utilizando dos sistemas de solventes y papel Whatman n° 1. El primer solvente,
A, es una mezcla de piridina: n amil alcohol: agua (7: 7: 6 ) en volumen y el segundo solvente, B,
es una mezcla de n butanol: &cido acético glacial ( 10: 1) saturado con agua. Ambos se utilizan
en la técnica de descenso para los cromatogramas que llevan un tiempo de 12 horas. Después de
utilizarse el solvente A, el papel se deja secar durante 12 horas y luego se utiliza el solvente B
obteniéndose los siguientes valores de Rf ( que deben ser multiplicados por 100 ) para todos los

metabolitos de hidrolisis de la Talidomida:

Métodos de deteccidn: mediante luz ultravioleta, hidrazina y ninhidrina.

Luz ultravioleta: al visualizar los cromatogramas en luz ultravioleta ( 254 nm ) las manchas
de Talidomida, &cido 4 ftalimidoglutaramico y la « aminoglutarimida presentan una fluorescencia
grisacea después de una exposicion del papel durante 3 minutos. El resto de los metabolitos
muestran manchas oscuras excepto la a-o0-carboxibenzamido-glutarimida que aparece como una
mancha oscura purpura azulada. La exposicion de la Talidomida y del &cido 4
ftalimidoglutaramico a la luz ultravioleta parece conducir a la formacion de nuevas sustancias

con distintas propiedades cromatograficas que su precursor.

Hidrazina: los cromatogramas se pulverizan con solucién etandlica de hidrazina ( 5% ) y
luego calentada a 100° C durante 10 minutos; transcurrido este tiempo se visualizan los
cromatogramas en luz ultravioleta y los compuestos que contienen anillo de ftalimida se
transforman en ftalazina 1,4 diona con fluorescencia gris-azulada. Los derivados del &cido

ftaldmico y acido ftalico muestran también una mancha gris-azulada pero méas ancha.

Ninhidrina: cuando el papel se pulveriza con ninhidrina etandlica al 0,5% y luego se calienta
a 80° C durante 4 minutos los aminoacidos glutamina, acido glutamico e isoglutamina muestran
unas manchas parpuras y la isoglutamina necesita mas tiempo de calentamiento que los otros dos.

La « aminoglutarimida muestra una mancha rojo- purpura .

Los analisis cromatograficos se recogen en la tabla 1
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Tabla 1: cromatografia en papel de la Talidomida
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Compuesto Aspecto de la mancha Rf x 100
uv Ninhidrina Hidrazina A B

/ Oscuro, verde a 5 - Azul verdoso 82-89 | 60-70
/! Oscuro, verde a 5 - Azul verdoso 44-53 | 50-65
1 Oscuro, verde a 5 - Azul verdoso 34-40 | 45-60
v Oscuro, purpura Rojo suave Azul verdoso tenue 17-40 | 37-44
74 Oscuro - Azul verdoso 25-32 | 60-78
vi Oscuro - Azul verdoso tenue 9-18 20-30
Vil Oscuro - Azul verdoso tenue 9-20 5-39
Vi Oscuro - Azul verdoso tenue 3-20 12-45
X Oscuro - Azul muy tenue 55-61 | 57-62
X Verdoso Rojo - 20-41 9-13
X1 Oscuro Violeta - 8-14 6-25
Xl Oscuro Violeta - 6-11 6-20
X1 Oscuro Violeta - 0-6 0-24

4.8.2.C.CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION ( HPLC) PARA LOS PRODUCTOS DE
HIDROLISIS DE LA TALIDOMIDA

Martin (1987) indica la separacion y cuantificacién de la Talidomida y de los productos de

hidrélisis 11, I, IV, V , VI, VII, VIII y IX con el método de cromatografia en fase reversa,

utilizando para ello bromuro de tetrametilamonio. El resto de los metabolitos de la Talidomida (X,

XIl, XIl y XIIl ) no se indican porque son sustancias fisiolégicas, que en el organismo se

transforman rapidamente.

Al ser la Talidomida insoluble en agua, los medios mas apropiados para su extraccion y

analisis cromatogréafico son la dimetilformamida, tetrahidrofurano, acetonitrilo y n-propanol.

Los metabolitos polares con grupos carboxilicos libres son II, 11, 1V, V, VI, VIl y IX que, al

contrario que sucede con la Talidomida, son mucho mas solubles en sistemas buffers acuosos de

pH 7.

En medio alcalino la talidomida se hidroliza en los compuestos Il a 1X incluidos, que son

productos idénticos a los encontrados en muestras humanas y animales.
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La instrumentacion de HPLC consistio en :

Bomba: KONTRON modelo 414
Inyector de muestras: MSI 660 T con flujo de 20 microlitros
Columna : 830

Detector de absorbancia UVICON 740 LC
Longitud de onda: 254 0 290 nm
Integrador: SMIMAZUCR 1B

Sistema 1: precolumna BISCHOFF con 10 microm LICHROSORB RP 8 10 x 4,6 mm ID y
columna analitica con 5 microm LICHROSOB RP 8, 125 x 4,6 mm ID

Sistema 2: columna analitica SPHERISOB S 5 ¢ 18 ( 12,6 x 0,46 cm ID KONTRON )

Los solventes utilizados fueron metanol grado HPLC y n-propanol y dimetilformamida grado
reactivo. Los reactivos utilizados fueron bromuro de tetrametilamonio, como agente formante del
par i6nico, la sal disédica del &cido etilen dinitriloacético, como agente acomplejante, y el acido

sulfarico, como acidificante para la fase mévil

La separacion cromatografica por HPLC de los metabolitos de la Talidomida es dificultosa y
lenta debido a que todos los compuestos son muy proximos estructuralmente, aunque la completa
separacion se logré mediante la formacion del par i6nico con bromuro de tetrametilamonio bajo
las condiciones del sistema 1, tardando un tiempo aproximado de 25 minutos y obteniéndose los

resultados siguientes:
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Separacion metabolitos Talidomida con sistema 1:

COMPUESTOS t R ( minutos ) K a Rs
v 3,0 0,7
............................................................................................. 1,33 0,7
i 4,4 1,3
............................................................................................. 15 1,9
| 58 2,4
............................................................................................. 1,21 1,2
V, VI 7,0 3,1
............................................................................................. 1,21 1,3
VI 8,6 4,0
............................................................................................. 1,14 0,9
VI 9,6 4,7
............................................................................................ 1,13 0,8
IX 11,0 5,4
............................................................................................. 1,17 3,9
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grafico 7: Separacion de los metabolitos de la Talidomida con sistema 1 de HPLC

Para los estudios de farmacocinética y los analisis ““ in vitro ““ se utiliz6 un sistema 2, sin la
adicion del agente formador del par ionico, obteniéndose una resolucion cromatografica mas baja

que con el sistema 1; pero que ofrece la ventaja de que el tiempo total de analisis es mucho menor.
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Separacion metabolitos de la Talidomida con sistema 2:

COMPUESTO t R ( minutos) K a Rs
Inyeccion 2,5 0
................................................................................... 1,3 0,9
v 3,2 0,3
................................................................................... 2,7 1,8
VII 4,2 0,8
................................................................................... 11 0,5
V.VI 4.6 0,9
.................................................................................... 18 1,8
i, i 6,3 1,6
..................................................................................... 11 0,4
VI, IX 6,7 1,8
..................................................................................... 15 2,1
I 8,9 2,7
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grafico 8: Separacion de los metabolitos de la Talidomida con sistema 2 HPLC

La exactitud de separacion de los metabolitos de la Talidomida asi como la pureza de los
picos se puede representar al enfrentar el valor de b 0,5 con el factor de capacidad K,
observandose que tanto en el sistema 1 como en el 2 se aprecia una desviacion considerable con la

linea recta tal como se representa en el grafico 9 al comparar ambos sistemas.
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gréafico 9: Comparacion de los sistemas cromatograficos de HPLC 1y 2 para la Talidomida
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4.8.2.D.ELECTROFORESIS CAPILAR_PARA LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE LA TALIDOMIDA

4.8.3.

Para la determinacion de la biotransformacién “ in vitro ““ de la Talidomida, Weinz (1995)
ha puesto en marcha la técnica cromatografica capilar electrocinética micelar, utilizando sulfato
dodecil sodico y bromuro de hexadeciltrimetil amonio para la determinacion de los posibles

metabolitos hidroxilados de la Talidomida.

Se concluye que la biotransformacion de la Talidomida es esteroselectiva; asi, para la forma
S (-) Talidomida, se form6 principalmente el metabolito 5 hidroxitalidomida, mientras que para R
(+) Talidomida, los metabolitos que se formaron en mayor proporcion fueron los diasteroisomeros
de 5”hidroxitalidomida.

Ademas, la enatioseparacion de la Talidomida y dos de sus metabolitos hidroxilados se

consiguié utilizando electroforesis capilar cargada negativamente con carboximetil 5 CD.

DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE L OS PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE
LA TALIDOMIDA

4.8.3.A.ESPECTROFOTOMETRIA PARA LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE LA TALIDOMIDA

Schumacher (1965) utiliza para el &cido 2 ftalimidoglutaramico, &cido 4
ftalimidoglutaramico y acido 2 ftalimidoglutarico, que contienen anillo de ftalimida, una solucion
de cada compuesto disolviendo 14,7 mg en 5 ml de etanol y diluyendo con agua a 200 ml. Se
prepara una curva de referencia de hidrolisis tratando alicuotas de 1,0; 2,0; 2,5; 3,0y 40mlen 5
ml de hidroxido sodico N, neutralizando después de 15 minutos con 5 ml de acido clorhidrico Ny
diluyendo a 50 ml con solucién buffer de pH 7,4. Se lee la densidad éptica de cada solucion a 225
nm. Una segunda serie de alicuotas se llevan a 50 ml con solucién buffer y se mide la extincion a
225 nm. Se construye una gréfica para cada compuesto, relacionando concentracion con descenso
en densidad Optica a 225 nm durante la hidrdlisis. La extincion de la hidroélisis de los compuestos
puede ser determinada midiendo el descenso en la densidad 6ptica a 225 nm y refiriéndolo la

curva estandar “ in vitro “ las semividas para los tres compuestos se recogen en la tabla 2.
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Tabla 2:Estabilidad de los productos de hidrolisis de la Talidomida

Semivida (hora) en diferentes soluciones buffer
Compuestos pPH 6 pH 7 pH 7.4 pH &
Talidomida * 11 5 1-25
Acido 2 - ftalidoglutarémico 48 * 48 30
Acido 4 - ftalidoglutarémico 24 * S 2
Acido 2 - ftalimidoglutrico 48 * 43 33

* No determinado

4.8.3.B.CROMATOGRAFIA EN PAPEL PARA LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE LA
TALIDOMIDA

Schumacher (1965) desarrolla esta técnica donde se preparan soluciones de cada sustancia,
disolviendo 15 mg de cada compuesto en solucion buffer de ph 7,4 y manteniéndolas a 37° C. A 1,
4 y 24 horas se analizaron las muestras en las mismas condiciones cromatograficas descritas en

el apartado anterior y se obtiene:

Acido 4 ftalimidoglutaramico: es particularmente inestable, hidrolizandose rapidamente el
anillo de ftalimida en pH 6, aumentando el grado de hidrolisis conforme se asciende el valor de
pH. La semivida de este compuesto a valor de pH 6 esta proxima a las 24 horas, para valor de pH
7,4 es de 5 horasy para pH 8 es de 2 horas. El principal producto de hidrolisis determinado por

cromatografia tras incubar las tres soluciones, es el acido 4-o-carboxibenzamido glutaramico.

Acido 2 ftalimidoglutaramico. es mucho mas estable a la hidrélisis del anillo que su 4
isbmero. A pH 8 su semivida esta proxima a 30 horas y a pH 7,4 y 6 menos de un tercio se ha
degradado después de 48 horas de incubacion. Sin embargo, la cromatografia revela que,
mientras que el producto mayoritario de hidrolisis es el acido 2-o-carboxibenzamido glutaramico
algunas reacciones de hidrolisis del grupo « amido dan el &cido 2ftalimidoglutarico. A este
respecto el acido 2 ftalimidoglutaramico se diferencia de su 4-isomero en que el grupo « amida es

estable a la hidrolisis.
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Acido 2 ftalimidoglutarico. a pH de 7,4 y 8 la semivida es de 43 y 33 horas respectivamente.
A pH de 6, es muy estable con semivida de 4 dias. El producto mayoritario de hidrolisis es el &cido

2-0-carboxibenzamido glutarico.

Acidos 2 y 4 o carboxibenzamido glutaramico y dcido 2-o-carboxibenzamido glutarico. a
valor de pH 7,4 y a 37° C estos tres compuestos son mas estables que todos los anteriores citados,
ya que en 4 horas no se detecta descomposicion y después de 24 horas solo hay trazas de

aminoacidos libres y &cidos no ftalicos que puedan ser detectados por cromatografia.

a aminoglutarimida. después de incubar 1 hora este compuesto, los cromatogramas
muestran trazas de aminoacidos. Después de 24 horas este compuesto desaparece completamente

y el cromatograma muestra la presencia de isoglutamina, glutamina y acido glutamico juntos.

a-0- carboxibenzamido glutarimida: a pH entre 6 y 7 se hidroliza lentamente a alfa-
aminoglutarimida y a &cido ftalico y a trazas de los acidos 2 y 4 o-carboxibenzamido glutaramico.
A pH 7.4 la hidrolisis es mas rapida y se detectan &cido ftalico, « aminoglutarimida, isoglutamina,

glutamina, acido glutamico,
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484 CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE LA TALIDOMIDA

Schumacher (1965) determina la cuantificacion de la formacion de varios productos de
hidrdlisis se lleva a cabo a valores de ph 6; 7,4 y 8 utilizando para ello + a; ( Ci4 carbonil
ftalimido glutarimida). Se toman alicuotas ( 0,1 ml ) a 1,4 y 24 horas de la incubacion de las
soluciones y, utilizando la técnica bidimensional cromatografica asociada a la radioactividad, se

puede conocer la cantidad hidrolizada de los distintos productos en funcion del pH como se ve en

la tabla 3.
Tabla 3: Cuantificacion de los productos de hidrolisis de la Talidomida
Producto de hidrdlisis ( % )
pH 6 pH 7,4 pH 8

Compuesto Ih| 4h\24h| 1h| 4h|24h| 1h| 4h |24h
a-(0-carboxibenzamido)glutarimida 42 (12,7(345]123,1|475|525]41,3| 58 14
Acido 4-ftalimidoglutaramico 0712514916 1|35]| 2 16 | 3,7 | 3,3
Acido 2-ftalimidoglutaramico 0 0 131031111823 |28]6,2
Acido 2-ftalimidoglutérico 0 0 0 0 0 0,11 0,7 1 2,7
Acido 4 (-1 0 0 {07103 (18] 23|29 18 [405
Acido 2- (o-] 0O 0 0 |03 |16 | 20 | 1,8 | 10 |257
Acido 2- (o-carboxibenzamido)glutarico 0 0 0 0 0 01102105152
Acido ftélico 0 0 0 0 0 |01]104 (14|19
Talidomida 95,1| 84 |58,3]|71,5(415|0,15]| 34 | 3,2 | 0,03
TOTAL 99,9\ 9929971967 97 | 998| 99,6| 96,6| 99,7

TALIDOMIDA HIDROLIZADA 49 | 152| 444 28 3| 585| 998| 66 | 96,8| 999
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4.9 COMPRIMIDOS COMERCIALES

Los comprimidos comerciales de Talidomida fueron suministrados por la empresa:

CHAMPION FARMACEUTICA LTDA.
Av Robert Kennedy 6444
CEP 04805

Sao Paulo - Brasil

ESPECIFICACIONES PARA LOS COMPRIMIDOS DE TALIDOMIDA :

los comprimidos no se encuentran descritos en farmacopeas, por lo que no se dispone de
documentacion oficial que permita establecer los requerimientos de calidad para la Talidomida a fin de
contrastarlos con las especificaciones del fabricante.
A. ASPECTO FISICO
apariencia: comprimidos circulares uniformes
color: blanco o ligeramente amarillento

superficie: suave, uniforme y sin manchas

B. IDENTIFICACION

La cantidad de 0,1 mg / ml en solucion de N,N DMF presenta picos de absorcion a las A de 246

nmy 300 nm, respectivamente.

C CUANTIFICACION

Espectrofotometria UV: a A4 de 300 nm utilizando como disolvente la DMF.

El célculo de la concentracion de Talidomida por comprimido se puede obtener de la siguiente

ecuacion:

[ Am x Mp/ Ap xMm ] x pm = mg Talidomida / comprimido
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CONTENIDO DE PRINCIPIO ACTIVO : entre 95y 105 mg / comprimido
ANGUL O DE ROTACION :racémico

ASPECTOS GALENICOS

desintegracion: en aguay a 37° C el maximo tiempo es de 30 minutos
consistencia:  minimo de 3,0 Kg./cm 2

fiabilidad: maxima un 2,0 %

MATERIAL DE ENVASE

Frasco de color ambar herméticamente sellado con arandela de aluminio conteniendo 100

comprimidos
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PROBLEMAS FARMACOTECNICOS DE LA TALIDOMIDA
CONFIGURACION TRIDIMENSIONAL

La configuracidn tridimensional o estereoquimica de los fArmacos repercute en el mecanismo
de accion, farmacocinética, farmacodinamia, toxicidad etc. dado que los farmacos en el
organismo interactian con multitud de estructuras tridimensionales y asimétricas organicas o lo
gue es lo mismo, estructuras quirales que significa que al menos presentan en su estructura un
carbono con sus cuatro sustituyentes distintos y, por consiguiente, carece de plano de simetria.
Las moléculas que presentan uno o més carbonos quirales tienen la misma composicion quimica
elemental (el mismo numero de &tomos y con la misma disposicion de los grupos terminales);
pero diferente configuracion tridimensional, es decir, pueden existir en el espacio en dos formas
diferentes que son imagenes especulares entre si y no superponibles, denominéndose cada una de

estas dos estructuras enantiomeros.
Para diferenciar los enantiomeros se utilizan unas normas quimicas en funcién del orden de
mayor a menor de los diferentes grupos terminales unidos al carbono quiral, asi si la direccion

sigue las agujas del reloj se le asigna la letra R y si va en contra de las agujas del reloj la letra S.

El hecho de que cada uno de los enantibmeros R 0 S tenga la misma composicién quimica no

quiere decir que ambos posean las mismas propiedades fisicas ni terapéuticas.

Propiedades fisicas de los enantiomeros:

Cada uno de los enantiomeros desvia la luz polarizada hacia un lado: algunos son
dextrégiros desviandola hacia la derecha y otros son levogiros desviandola hacia la izquierda. En
nomenclatura quimica los compuestos dextrdgiros se consignan con el signo (+) o la letra d y los
compuestos levégiros con el signo (-) o la letra I. Una mezcla racémica de enantibmeros Ry S no

desvia la luz polarizada puesto que sus efectos se contrarrestan.
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Definiciones de la Real Farmacopea Espafiola:

La rotacion dptica es la propiedad que poseen ciertas sustancias de desviar el plano de

polarizacién de la luz polarizada.

La rotacion dptica especifica es la rotacion expresada en radianes medida a una
temperatura y a una longitud de onda, producida por una capa de un metro de espesor de un
liquido o de una disolucién que contiene un kilogramo de sustancia 6pticamente activa por metro

cubico de disolucion.

El dangulo de rotacion dptica de un liquido, es el angulo de rotacion expresado en grados
centigrados del plano polarizado a la longitud de onda de la linea D del sodio, medido a 20° C

usando una cubeta de un decimetro de espesor.

La rotacion dptica especifica de un liquido, se define como el &ngulo de rotacion expresado
en grados centigrados del plano de polarizacién a la longitud de onda de la linea D del sodio,
medido a 20° C en la sustancia liquida a examinar calculado con referencia a una cubeta de un

decimetro de espesor y dividido por la densidad expresada en gramos por centimetro cabico.

La rotacion dptica especifica de una sustancia en disolucién, se define como el angulo de
rotacion expresado en grados centigrados del plano de polarizacién a la longitud de onda de la
linea D del sodio medido a 20° C en una disolucion de la sustancia a examinar calculado con
referencia a una cubeta de un decimetro de espesor y a una concentracién de un gramo de
sustancia por mililitro. La rotacién éptica especifica de una sustancia sélida se define siempre en

relacion con un disolvente determinado y a una concentracion dada.

En el sistema convencional, adoptado por la Real Farmacopea Espafiola, la rotacion optica

especifica se expresa en grados mililitro por decimetro y por gramo.

La Talidomida es un racémico; las formas S(-)/L(-) yR(+)/D (+) representan los

derivados de L (- )y D( +) acidos glutamicos respectivamente ( Gunzler, 1992 ).
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Propiedades farmacoldgicas de los enantiomeros:

A nivel molecular, a pesar de la semejanza estructural entre los dos enantiémeros, sus efectos
farmacolodgicos pueden diferir considerablemente; ya que los receptores presentes en la célula
humana también tienen configuracién quiral y los enantidmeros pueden presentar diferente grado
de interaccién frente al receptor. Por esta razon, las enzimas del organismo son estructuras
proteicas en forma de hélice « y este giro se debe a que se componen exclusivamente de una
cadena de S-aminodcidos. La quiralidad adquiere una gran importancia en el mecanismo de
accion porque la interaccion entre dos moléculas quirales depende de su complementariedad

tridimensional.

Las mezclas racémicas son mezclas al 50% o equimoleculares de cada uno de los
enantiomeros, que pueden presentar cuatro comportamientos distintos como se explican a

continuacion:

1. Ambos enantiomeros presentan propiedades farmacologicas idénticas. Este caso se da
cuando la interaccion del farmaco con el receptor no depende de la zona quiral de la molécula,

sino que la unioén se produce en otras zonas activas.

2. Ambos enantiémeros presentan la misma actividad farmacologica; pero con potencias
diferentes. En este segundo caso, uno de los dos enantiémeros presenta una union mas estable
y selectiva que el otro sobre la estructura con la que interactia, aunque el menos activo
también puede unirse. Cada uno de los enantibmeros presenta la misma actividad
farmacoldgica pero con potencia distinta, dado que la parte del receptor que debe unirse a la

zona quiral no es muy selectiva. Este caso es uno de los mas frecuentes.

3. Cada enantiémero presenta diferente actividad farmacologica. Esta es otra de las
situaciones mas frecuentes, puesto que ambas configuraciones espaciales pueden interactuar
con multiples estructuras y con cada una de ellas presentaran una diferente actividad y fuerza

de interaccion.

4. S0lo uno de los dos enantiébmeros es ferapéuticamente activo. Si solamente uno tiene accién
terapéutica ( normalmente es el enantibmero S (+) o dextro ), el otro sélo enturbia la
absorcion, varia el transporte del farmaco, aumenta las interacciones medicamentosas y

provoca una sobrecarga en su metabolizacidn y excrecion.
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ENANTIOMEROS DE TALIDOMIDA

Los enantiémeros de la Talidomida ( Winter, 1992; Gunzler,1992; Wnendt,1997) difieren de
la forma racémica, en presentar mayor solubilidad en agua, hidrolizandose por tanto méas deprisa
gue la forma racémica. Ademas, tanto la forma S(-) como la R(+) son més toxicos que la racémica
con LD 50 ( ratén) de 0,5 - 1,5 g/Kg. y de 0,4 — 0,7 g/Kg. respectivamente ( Haque, 1988; Fabro,
1967) .

De forma sorprendente la administracion simultanea de ambos enantiomeros reduce su
toxicidad incluso cuando un isémero es administrado por via oral y el otro por via intraperitoneal
(Hague, 1988) pero los resultados experimentales en animales contradicen el comportamiento en
humanos ya que tanto la forma racémica como ambos enantiomeros produjeron malformaciones
(Fabro, 1967) .

Smith ( 1965) describio sdlo efecto de teratogenicidad de la forma racémica de Talidomida y
de R(+) Talidomida ; sin embargo, otros autores como Blaschke (1979) afirman que la
teratogenicidad es sélo atribuible al enantiomero S(-)Talidomida y a su producto de hidrdlisis el

acido S(-) N ftalil glutamico pero no es teratdgeno el enantiomero R (+) Talidomida.
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512 RACEMIZACION DE LA TALIDOMIDA

Knoche (1994) presenta sus resultados sobre los estudios de racemizacion de la Talidomida y
se estd ensayando la posibilidad de una sintesis enantioselectiva con el objetivo de separar el
componente teratégeno que presenta el S (-) enantiémero, del componente inductor del suefio que
presenta el R (+) enantiémero; pero de momento, Unicamente se dispone de mezclas racémicas.
Ademas, hay estudios que apuntan a que en el organismo, la Talidomida sufre un fendmeno de
inversion, entendiendo por tal fendmeno, la capacidad que presenta el organismo en cambiar la
morfologia tridimensional del farmaco, es decir, que aunque se administre un R (-) enantiémero
inactivo existen sistemas enzimaticos o quimicos capaces de transformar este enantiomero inactivo

en S (+) enantiémero activo.

CONFIGURACION COMPLETA DE LA TALIDOMIDA
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Gréfico 10: Enantiémeros de la Talidomida

Se ha estudiado la semivida de racemizacién de la Talidomida ““ in vitro” después de un
periodo de incubacion de los enantiémeros en diferentes medios acuosos, midiendo el indice
enantiomérico mediante técnica de HPLC quiral. Para ello, se utiliz6 como fase estacionaria poli
[ (S)-N-(1-ciclohexiletil) metacrilamida ] y como fase mdvil tetrahidrofurano-terc-butil metil éter
(3:7, viv) y el flujo de 1 ml/min. y longitud de onda de 230 nm. Los grados de racemizacién de los
enantiomeros de Talidomida se estudiaron en solucion buffer fosfato ( 0,067 M pH 7,4 ), en

plasma de varias especies y en alblmina sérica humana .
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La racemizacién de los enantiomeros de Talidomida, se presenta como el cambio de exceso
enantiomérico (ee) expresado en porcentaje [ (R — S/ R + S) * 100; (%)] del enantiémero
inicialmente presente. Si se representa el logaritmo natural de ee frente al tiempo se puede

calcular la semivida de racemizacion ya que es una reaccion de pseudo primer orden.

Las semividas de racemizacion de los enantiomeros de Talidomida, en solucién buffer 0,067
M, pH 7,4 a 37° C son muy parecidas, siendo para (+) Talidomida de 288,8 minutos y para (-)
Talidomida de 260,5 minutos. Mientras que, en el plasma citrico humano para (+) Talidomida es
de 11,5 minutos y para (-) Talidomida de 8,3 minutos a diferencia del plasma citrico de conejo
donde para (+) Talidomida es de 9,3 minutos y para (-) Talidomida de 6,5 minutos. Esto indica
que no hay grandes diferencias en las semividas de racemizacion de la Talidomida entre las
especies; aunque la (-) Talidomida se racemiza mas deprisa que la (+) Talidomida como se

representa en el gréafico 11.
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grafico 11: Racemizacion de la Talidomida

Los estudios llevados a cabo con plasma heparinizado para humanos y conejos han

demostrado que los anticoagulantes no tienen efecto en la racemizacion (Knoche,1994).
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Sin embargo, las investigaciones llevadas a cabo con albumina indican que el grado de
racemizacion en soluciones buffer en presencia de concentraciones fisioldgicas de albdmina sérica
sin presencia de acidos grasos, es de 18,5 minutos para (+) Talidomida y de 9,5 minutos para (-)
Talidomida, valores que son muy similares a los obtenidos en plasma humano. Esto indica que la
presencia de albamina en las soluciones buffer fosfato, acelera drasticamente la racemizacion de

los enantiémeros de Talidomida.

En contrate con estos valores obtenidos en soluciones de albumina sin acidos grasos, los
valores de racemizacion para la Talidomida en soluciones con fraccién V de albdmina que es muy
rica en &cidos grasos indican que el tiempo de racemizacion es mucho més prolongado siendo de
68,8 minutos para (+) Talidomida y de 54,4 minutos para (-) Talidomida. En consecuencia el
contenido en acidos grasos, parece que disminuye la interaccion de la Talidomida con la albumina

y ésto hace que su proceso de racemizacion sea mucho mas lento.

Para los estudios de metabolismo, se incubaron los enantiomeros de Talidomida en los
microsomas hepaticos de rata y después de un periodo de tiempo de 30 minutos a 37° C, el grado
de racemizacion fué muy lento lo que hace suponer que las enzimas microsomales hepéticas no
tienen influencia en los procesos de racemizacion de la Talidomida, como lo tiene la albumina

sérica humana.

513 METODOS ANALITICOS DE SEPARACION DE LOS ENANTIOMEROS DE
TALIDOMIDA

5.1.3.A.CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC) DE SEPARACION DE
ENANTIOMEROS DE TALIDOMIDA

Blasche (1989 ) y Hassan ( 1991) utilizan como fase estacionaria una columna quiral de
poli (S)-N-(1-ciclohexiletil) metacrilamida junto con 1,2-etanodioldimetacrilato y como fase movil
benceno:dioxano ( 4:1); pero los principales inconvenientes aparte de lo complicado de la fase

estacionaria es que la elucién se realiza a 50 ° C.

Hassan (1991) utiliza una cromatografia liquida directa e isocratica sencilla con una fase
estacionaria mas sencilla y mas disponible en el mercado y sobre todo se consigue la separacion
de los enantiémeros de Talidomida en menos tiempo que en 1989 puesto que se logra la
separacion en menos de 35 minutos y ademas se lleva a cabo a temperatura ambiental y no a 50°
C como anteriormente evitandose en lo posible la aceleracién de la racemizacion de la

Talidomida a altas temperaturas.
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Las condiciones cromatograficas fueron:

- Fase estacionaria quiral: celulosa tris-4-metilfenil benzoato ( Chiralcel OJ)

- Solvente: hexano : etanol ( 50:50)
- Flujo: 1 ml/minuto

- Velocidad: 0,25 cm/minuto
- Deteccion UV: 240 nm

- Sensibilidad: 0,01 AUFS

- Temperatura : 23°C

- Cantidad muestra inyectada: 2 n mol para Talidomida racémica, 1 n mol para R(+)

Talidomida 'y 1 n mol para S (-) Talidomida.

El pico eludido con factor de capacidad més bajo se identifica con R (+) Talidomida y el pico
eludido con el factor de capacidad mas alto se identifica con S (-) Talidomida, segln se representa

en el grafico 12

SEPARACION DE LOS ENANTIOMEROS DE TALIDOMIDA

R-(+)-Thalidomide

e 41 .87 MIN,

S-(-)-Thalidomide

—32.48 MIN.

J\J

grafico 12: Separacion enantiomérica por HPLC de Talidomida racémica
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El factor de capacidad (k) para el primer pico eludido es de 9,67 y el factor de separacion

esteroquimico ( «) fué de 1,54 y el factor de resolucion esteroquimico (R) fué de 15,05.

Eriksson (1995) determina los enantiomeros de Talidomida en muestras de sangre mediante
resolucion directa en sistema de HPLC con columna de tribenzoil celulosa. Las constantes de
inversion quiral de R(+) Talidomida y de S(-) Talidomida en sangre a 37° C fueron
respectivamente de 0,30 y de 0,31 h " Las constantes de degradacion fueron de 0,17 y de 0,18 h -1
respectivamente con una rapida interconversion ““in vivo” en humanos, predominando el R (+)

Talidomida en el equilibrio.

Reepmeyer (1996) afirma que los enantiomeros R y S de la Talidomida se pueden aislar
utilizando HPLC en fase reversa con columna C 18 con S CD en la fase movil. A medida que se
aumenta la concentracion de la #CD de 0 a 20 mM , la resolucién enantiomérica aumenta y los
tiempos de retencién disminuyen significativamente, ademas, concluy6 que tras los estudios sobre
la influencia de los disolventes organicos en la fase movil seleccionado fué el etanol. Las
constantes de equilibrio para la formacién de complejos de inclusion con g CDs para Ry S
Talidomida en solucion buffer con etanol ( 5:95) fueron respectivamente de 64 y 76 M™

respectivamente.

5.1.3.B.ELECTROFORESIS DE SEPARACION DE ENANTIOMEROS DE TALIDOMIDA

514

Weinz ( 1995) consigue la enantioseparacion de la Talidomida utilizando técnica

electroforética capilar cargada negativamente con carboximetil 4 CD.

SOLUBILIDAD Y ESTABILIDAD DE LA TALIDOMIDA

Los bajos niveles del farmaco en plasma después de una administracion oral hacen deseable
una formulacion intravenosa; aunque de momento no esta disponible, en parte debido a la
bajisima solubilidad acuosa del farmaco ( 50 g /ml ) y en parte también debido a su escasa

estabilidad acuosa, pues sufre rapidos procesos hidroliticos.

SOLUBILIDAD DE LA TALIDOMIDA

La Talidomida es bien conocida por su extremada insolubilidad acuosa. Ha sido imposible

realizar trabajos en su biodisponibilidad absoluta después de una administracién oral en humanos
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porque no hay ninguna formulacion parenteral disponible. EI Unico estudio encontrado respecto a
la biodisponibilidad de la Talidomida fuE realizado por Schumacher. (1989), utilizando modelos
en animales. Se calcul6 el AUC oral y el AUC iv por el método de los trapecios y se encontré un
valor de biodisponibilidad de 0,93 en ratas y de 0,67 en conejos. De este modo, se estimaron los

valores de Vdy Cl asumiendo una biodisponibilidad completa .

ESTABILIDAD DE LA TALIDOMIDA

Eriksson ( 1992) describe los factores mas influyentes en la estabilidad de la Talidomida. El
principal problema que presenta la Talidomida es que sufre degradacion hidrolitica en medio

acuoso, a valor de pH fisiologico tanto™ in vivo como * in vitro” presentando un valor de

semivida inferior a 5 horas, en solucién acuosa de valor de pH 7,4 a la temperatura de 37° C.

Chem (1989) indica que la union a proteinas plasmaticas pudiera proteger a la Talidomida

de los fendmenos hidroliticos .

Por otra parte, se ha demostrado que el grado de hidrélisis de la Talidomida es muy sensible
a cambios en el valor del pH y a cambios en la temperatura; por ello ligeras variaciones en el
valor del pH, son suficientes para poder de esta forma explicar las diferencias en los valores de

semivida de este fArmaco en sangre y en plasma.

Normalmente la sangre arterial presenta un valor de pH de 7,4-7,5 mientras que la sangre
venosa es mas acida debido a que presenta una mayor concentracion de diéxido de carbono. A
valores por debajo de 6, la Talidomida es bastante estable, disminuyéndose el grado de hidrolisis,
lo que representa una proteccion de las muestras frente a la degradacion durante el tiempo de
analisis. Asi de esta forma, si se acidifica la sangre o el plasma con la adicion de solucion citrato
buffer, pasando a un valor de pH 5,1 en la mezcla sangre-citrato ( 1:1) a un valor de pH 4,2 en la

mezcla plasma-citrato ( 1:1) se puede llegar a una estabilizacion de la Talidomida.

Pero la estabilidad de la Talidomida no sélo se ve influenciada por el valor del pH ya que la
temperatura tambien influye en gran medida; pues cuanto més baja es ésta, mas estable
permanece nuestro principio activo y asi se pudo determinar que a la temperatura de (- 25° C) las

muestras de Talidomida permanecian inalteradas durante un periodo de tiempo de 1 mes.

Eriksson ( 1992) también determina el valor de la semivida de la Talidomida en sangre,

plasma, metanol, mezcla de sangre y buffer, mezcla de plasma y buffer siguiendo modelos de



Nuevas formas farmacéuticas de administracion de la Talidomida 97

curvas monoexponenciales representando el porcentaje de medicamento inalterado frente al

tiempo a los valores de temperatura de (- 25° C), 5° C y 23° C.

Asi para muestras de Talidomida en metanol a 23° C y a 5° C, se estimé un valor de semivida
de 44 y 217 dias respectivamente ya que, en su cromatograma de HPLC se obtuvieron valores de
K'de 1,05; 1,52 y 1,62 mientras que no se detectaron tales picos para las muestras de Talidomida
en metanol mantenidas a (- 25° C) de 176 dias por ello, mediante la ecuacion de Arrhenius se

estimo que su valor de semivida pudiera ser de 12 afios, segun la tabla 4.

Para las muestras de Talidomida en sangre y en plasma, sin la adicion de solucion citrato
durante 34 dias mantenidas a una temperatura de ( — 25° C) se observa un valor de degradacion
de un 13 % y de un 15 % respectivamente siendo el valor de semivida aproximadamente de 170

dias y de 145 dias respectivamente, segun se recoge en la tabla 4.

tabla 4: Grados de degradacion de la Talidomida en distintos medios

Medlios Temperatura Semivida

23°C 44 dias

Metanol 5°C 217 dias
(-25°C) 12 afios *

23°C 11 horas

Sangre 50C 82 horas
(-25° C) 125 dias *

23°C 7 horas

Plasma 5°C 68 horas
(-25°C) 222 dias *

Sangre — buffer 23°C 13 dias

Plasma - buffer 23°C 9 dias

* estimado de la ecuacién de Arrhenius
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Krenn ( 1992 ) sefiala que la hidrélisis de la Talidomida se ve fuertemente afectada por la
temperatura, asi después de 4 horas de incubacién a 37° C sélo el 26,1 % de las muestras de
Talidomida estuvieron inalteradas comparado con el 78,7 % a 23° C. Las diferencias en el valor
de semivida de la Talidomida en los estudios llevados a cabo en soluciones buffer de 0,05M y de
0,2M no fueron estadisticamente significativas ya que un 46,2 % del principio activo estuvo
inalterado en solucion buffer 0,2M a las 4 horas frente a 42,5 % inalterado en solucién buffer a
0,05M.

Huupponen (1995) ha investigado la estabilidad de la Talidomida ** in vitro* donde no hubo
evidencia de que existiera degradacion del principio activo en un periodo de tiempo superior a 1
hora. Este dato contrasta con el encontrado en solucion buffer, en donde se aprecia una hidrolisis
espontanea; pero por ser la Talidomida un agente no polar, se puede asumir que tiene un alto
grado de union a proteinas plasméticas y tal unién a las proteinas pudiera protegerla de los
fendmenos hidroliticos. Si esto es asi, la inestabilidad de la Talidomida en soluciones buffer es una

cuestion con significado fisiologico.
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DISPERSIONES SOL IDAS

FUNDAMENTO TEORICO DE LAS DISPERSIONES SOLIDAS. USOS Y
APLICACIONES ACTUALES.

Las dispersiones solidas se definen como sistemas al estado sélido obtenidos tras la
interposicion de un principio activo o mas, en el seno de un portador inerte, preparados mediante
el método de la fusion, disolucion o fusion-disolucion, con el objeto de modificar las

caracteristicas del principio activo ( Chiou, 1971).

Pese a que las dispersiones solidas presentan muchas ventajas, en la actualidad s6lo se han
encontrado dos principios activos que se comercialicen como dispersiones sélidas: Gris-PEG
(Griseofulvina y polietilenglicol, comercializado por Wander) y Cesamet ( nabilona vy

polivinilpirrolidona, comercializado por Lilly ).

VENTAJAS DE LAS DISPERSIONES SOLIDAS

Cuando un farmaco poco soluble en agua se administra por via oral, la velocidad de
absorcion se encuentra controlada por su velocidad de disolucién en el tracto gastrointestinal, por
lo que la utilizacion de los métodos farmacotécnicos de exaltacién de la solubilidad, como es el
caso de las dispersiones sélidas, mejora la biodisponibilidad de los medicamentos poco solubles
(aumenta su absorcion, al aumentar su solubilidad ), y en algunos casos el empleo de este tipo de

formulacion galénica hace que se pueda disminuir la dosis terapéutica del principio activo.

Los vehiculos de las dispersiones solidas pueden tener propiedades especificas que dan
nuevas ventajas a estas formulaciones, por ejemplo el polietilenglicol protege a ciertos productos
de su descomposicion por la saliva, permitiendo su administracion por via bucal; asi ciertas
dispersiones solidas de algunos antiinflamatorios no esteroidicos, formulados con polietilenglicol

y polivinilpirrolidona disminuyen los efectos ulcerogénicos de estos principios activos.

Utilizando vehiculos de baja solubilidad se pueden obtener formulaciones de cesion
sostenida. Las combinaciones entre polimeros solubles e insolubles se han utilizado también en las
proporciones adecuadas para modular la liberacién de ciertos principios activos de forma

controlada.

Las dispersiones s6lidas se pueden someter a tratamientos como el de la compresion lo que
las hace mas manejables, siempre que se seleccione el tamafio de particula adecuado que no

afecte a la estabilidad de la dispersién.
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523 CLASES DE DISPERSIONES SOLIDAS EN FUNCION DE SU ESTRUCTURA FISICA Y

QUIMICA

Mezclas eutécticas simples. se obtienen por rapida solidificacion de la mezcla de dos
componentes al estado liquido con completa miscibilidad liquida y sin solucién sélida.
Termodinamicamente se considera a este sistema como una mezcla fisica intima de dos

compuestos cristalinos.

Soluciones sdlidas. el soluto se encuentra disuelto en un solvente al estado sélido. Se llama
también cristal mixto porque ambos componentes cristalizan en un sistema homogéneo

monofésico. Las soluciones sélidas se pueden dividir en:

- Soluciones sélidas continuas ( isomorfas, completas o ilimitadas ): los componentes son

solubles al estado sélido en todas las proporciones.

- Soluciones sdlidas discontinuas: son solubles al estado sélido en determinadas
proporciones. Se puede decir que casi todas las sustancias son solubles al estado sélido
con otras sustancias, siempre que la proporcion del principio activo sea lo suficientemente

pequefio.

- Soluciones sdlidas sustitucional: la molécula de soluto sustituye a una molécula de

solvente, por lo tanto ambos tamafios de moléculas deben parecerse .

Precipitados amorfos en un vehiculo cristalino: 1os polvos amorfos presentan una velocidad de
disolucion mayor debido a que su energia es menor. Posiblemente se formen con mas facilidad

mediante la técnica de enfriamiento rapido.

Formacion de complefos o compuestos. no son dispersiones sélidas propiamente dichas pero se

forman durante el proceso de produccion.

Mecanismos misceldaneos o de combinacior. en algunas dispersiones sélidas se presentan una

mezcla de caracteristicas de los cuatro tipos descritos anteriormente.
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524 METODOS DE OBTENCION DE DISPERSIONES SOL IDAS:

Meétodo de fusion:. este método fué propuesto por primera vez por Sekiguchi en 1961, en su
trabajo se mostraba la diferencia en la absorcion en el hombre de dos tipos de mezclas de

sulfatiazol: una mezcla eutéctica obtenida por fusién y una mezcla fisica.

Meétodo de confusion: Se basa en el hecho de que un sistema binario posee un punto de fusion
diferente y a la vez inferior al de sus componentes por separado. El punto de fusion de un sistema
binario depende de su composicion ademas de la naturaleza de sus componentes y de su

concentracion en la mezcla.

El primer paso para obtener la dispersion solida es conseguir el mismo tamafo
granulométrico en el principio activo y el transportador. A continuacion, se obtiene la mezcla

fisica de ambos componentes.

La dispersion sélida se prepara calentando directamente la mezcla fisica del farmaco y del
transportador inerte hasta que se produce la fusion de ambos. El calentamiento se realiza por
medio de una placa calefactora o bien por inmersién en un bafio de aceite. Durante todo el
proceso de calentamiento se mantiene una agitacion constante, hasta la obtencién de un liquido
confundido homogéneo. Este confundido solidifica posteriormente por un enfriamiento a
temperatura ambiente o por un enfriamiento rapido en un bafio de hielo, sometida a una agitacién
constante. La mayoria de los confundidos, necesitan a continuacién de un periodo de reposo de
unos pocos dias en un desecador con un agente deshidratante como el anhidrido fosforico o el gel

de silice ( Markovich, 1997 ) La masa so6lida que se obtiene se recoge, pulveriza y tamiza .

Las ventajas que presenta este método son la simplicidad, la economia y la reproducibilidad

de la fabricacion.

Su principal inconveniente es que no se pueda utilizar en el caso de que el portador o el
principio activo sean termosensibles. En ocasiones, la descomposicion es dependiente de la
composicién del sistema y de la temperatura, por ello se procura realizar la fusion s6lo a unos
grados por encima de la temperatura del principio activo para evitar descomposiciones. También
se puede disminuir la temperatura de fusién trabajando en recipientes cerrados al vacio ( Vila

Jato, 1989 ) o utilizar una corriente de nitrégeno para evitar la oxidacién ( Chiou, 1971).

Una situacion que puede presentarse es la evaporacion del principio activo o del
transportador, si éstos son muy volatiles. Este problema se evita calentando la mezcla fisica en

recipientes sellados.
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El punto de fusién de la mezcla depende de su composicion, por ello es importante la

seleccidn del transportador asi como el porcentaje en peso del farmaco.

Las condiciones en las que se lleva a cabo el proceso determinaran las caracteristicas del
producto final ya que la forma en la que se lleve a cabo la solidificacion influye en el tamafio
cristalino, asi como en la velocidad de cristalizacion y en la dureza de la dispersiéon sélida
obtenida ( McGinity, 1983 ). Si se utiliza la atomizacion como proceso para conseguir la
solidificacion se encuentran ciertas ventajas ya que se evita la posterior pulverizacion y los

cambios cristalinos que se obtienen son menores ( Ford, 1986 ).

Meétodo por fusion previa del vehiculo: se basa en la fusion de una cierta cantidad de vehiculo y
luego se afiade el principio activo. La mezcla se calienta lo que sea preciso y se agita hasta que el
principio activo esté disuelto, o en su defecto hasta que la dispersion tenga un aspecto homogéneo.
A continuacion se enfria bien por un enfriamiento lento a temperatura ambiente, o por una rapida
inmersion en un bafio de hielo. La mezcla solida resultante se recoge, pulveriza y tamiza ( Susuki,
1997).

Las ventajas que presenta este método son las mismas que en el método de confusion.
Ademas, la fusion previa del vehiculo suele utilizarse cuando el punto de fusién del transportador
es bajo, por lo que no suelen presentarse problemas de estabilidad quimica del producto debido a

altas temperaturas, ni tampoco problemas de evaporacion ( Stauchansky, 1983 ).

El principal inconveniente de este método es que la dispersién del principio activo esta

limitada por su solubilidad.

Mediante la utilizacion de esta técnica se han obtenido dispersiones sélidas de principios
activos liquidos ( Chiou, 1971)

Método del solvente coprecipitado. Este método se basa en la disolucion del principio activo y
del vehiculo en un solvente comin que posteriormente es eliminado por evaporacion. Los
solventes que generalmente se utilizan son el etanol, metanol y cloroformo ( Torrado, 1996;
Taylor, 1997).

Los factores que afectan a la estructura de las dispersiones sélidas obtenidas por este método son:
- temperatura de evaporacion del solvente ( Salama, 1981 )

- duracion del proceso ( Chemtob, 1985 )
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- proceso de desecacidon ( segin sea mediante aire frio, a 2° C o en presencia de anhidrido
fosférico ). Segun el proceso de desecacion que se siga los polimorfos obtenidos no son los
mismos ( Graf, 1982 ab ) o incluso pueden producirse formas amorfas o cristalinas
(Junginger, 1976).

- naturaleza del solvente ( El Dalsh, 1982 ) la utilizacion de distintos solventes conduce a la
obtencién de diferentes polimorfos cuyas velocidades de disolucién no son equivalentes.

- porcentaje del vehiculo.

La principal ventaja es que no se produce descomposicion térmica de las sustancias activas,

ya que la evaporacion del solvente se realiza a bajas temperaturas ( Lefebre, 1985 )

Las desventajas asociadas a este método son, el elevado coste de preparacion debido a los
grandes volumenes de disolvente que hay que utilizar; el empleo de disolventes organicos con
riesgo a que sean inflamables o toxicos; la influencia del disolvente sobre la estabilidad del
principio activo; la eleccion de un disolvente comdn volatil y la dificultad que presenta la

obtencién de cristales reproducibles.

Un elemento fundamental en este método es la eleccidn de un disolvente comin que disuelve
el principio activo y el transportador. Esto puede resultar complicado, ya que el principio activo
suele tener caréacter hidréfobo y el portador hidréfilo y al contrario. Algunos de estos solventes

pueden plastificar a los transportadores haciendo la eliminacion bastante dificil.

Para conseguir la eliminacion total del solvente, se han utilizado procesos como la
liofilizacion o la atomizacidn que permite dispersar el principio activo en el portador y obtener

una dispersion sélida que no necesita ser pulverizada ( Tokayama,1982;Corrigan, 1984 ).

Meétodo mixto: Este método consiste en la disolucion de una cantidad adecuada de principio
activo en el disolvente y posteriormente se incorpora esta solucion directamente sobre el
transportador fundido, sin eliminacion posterior del solvente. La forma polimoérfica obtenida del

principio activo depende del solvente utilizado.

Este método tiene las ventajas del método de fusion y el método de eliminacion del solvente;
desafortunadamente en la préactica solo se puede aplicar cuando la dosis del farmaco es muy baja,
por debajo de 50 mg ( Chiou, 1971).
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Meétodo de trituracion: Se trata de un método alternativo cuando no se quiere utilizar disolventes
organicos. Para conseguir la interposicién entre el principio activo y el transportador se utiliza un
molino de rodillo, obteniéndose unos coprecipitados del principio activo en forma amorfa
(Norzawa, 1985 ).

ESTABILIDAD DE LAS DISPERSIONES SOLIDAS

Los principios activos asociados a vehiculos pueden sufrir alteraciones fisicas o quimicas:

Estabilidad quimica: Las alteraciones quimicas dan lugar a la degradacion del principio activo.
Cuando se produce una coloracion diferente en la dispersion sélida refleja la existencia de una
degradacion quimica aunque no significa necesariamente que se haya producido una degradacion
de los principios activos sino que en ocasiones puede ser debida a la descomposicion de los

azucares, del sorbitol o del acido succinico.

Estabilidad fisica: Las alteraciones fisicas originan transformaciones a estados polimorficos que
presentan distintas caracteristicas de disolucion. Cuando se produce una degradacion fisica en las
dispersiones soélidas facilmente puede producirse una evolucion hacia la recristalizacion del
principio activo o hacia un aumento del tamafio de las particulas. Dependiendo del tipo de

dispersion solida la inestabilidad fisica se manifiesta de una o de otra manera asi en los casos de:

- mezclas eutécticas: las particulas tienden a aumentar de tamafio con reduccion de la energia
interfacial del sistema. Esta evolucién normalmente se ve aumentada con la temperatura y el

tiempo de almacenamiento.

- soluciones sélidas: precipita el principio activo a partir de soluciones saturadas. Cuando la
solucion sélida se ha obtenido por descenso brusco de la temperatura, se llega a una forma
metaestable con exceso de principio activo que tiende a precipitar para disminuir la energia
libre total del sistema. Los estados vitreos son formas metaestables que tienden a evolucionar

a formas maés estables lo que se puede producir a mayor o a menor velocidad.

- formas metaestables o amorfas de dispersiones solidas: tienden a producir los mismos
cambios que en el caso anterior, donde el principio activo se dispersa al estado amorfo. La
recristalizacion puede detectarse mediante los estudios de difraccion de rayos X. También

existen casos de dispersiones solidas con principio activo al estado amorfo que son estables.
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526 MECANISMOS QUE EXPLICAN EL AUMENTO EN LA VELOCIDAD DE
DISOLUCION POR FORMACION DE DISPERSIONES SOLIDAS

Reduccion del tamafio de particula: Originariamente el aumento en la velocidad de disolucion
de las dispersiones sdlidas se atribuy6 a la reduccion del tamafio de particula del principio activo.
Sekiguchi y Obi en 1961 demostraron que sus dispersiones sélidas presentaban un aumento de
velocidad de disolucién por formacion de un eutéctico. En los sistemas eutécticos la reduccion del
tamafo de particula se debe a una cristalizacion simultanea del farmaco y el vehiculo, en este
caso el crecimiento simultaneo de los cristales se ve retardado por la lenta migracion y la

dificultad de la nucleacion en un medio viscoso ( Attia, 1982 ).

Disminucion en la agregacion y aglomeracion. en ocasiones al micronizar un principio activo se
obtiene una disminucién en la velocidad de disolucién del mismo en contra de lo esperado, debido
a que aumenta su tendencia a agregarse. Este problema se evita con las dispersiones sélidas

porque cada uno de los cristales del principio activo esta recubierto por el transportador inerte.

Mejora de la humectabilidad de las particulas: el vehiculo de las dispersiones sélidas puede
disminuir la tension superficial del medio de disolucién permitiendo un aumento en la
humectabilidad de las particulas. En los sistemas eutécticos cada cristal del farmaco esta
intimamente rodeado por el vehiculo hidrosoluble que se disuelve rapidamente al entrar en
contacto con el agua, lo que permite una mejor humectacién de las particulas del farmaco

retrasando la aglomeracién o agregacion de las particulas.

Aumento de solubilidad del farmaco: Este incremento de la solubilidad de las particulas se debe
principalmente: a la obtencion de formas metaestables de mayor solubilidad y a un efecto
solubilizante del vehiculo sobre el farmaco que se hace maximo en la capa de difusion, puesto que
en esta zona la concentracién del vehiculo es mucho mayor que en el resto del medio de
disolucion. Se ha visto que el aumento en la solubilidad no es un factor imprescindible para la
mejora en la velocidad de disolucion de las dispersiones sélidas. Asi por ejemplo, farmacos como
el Flurbiprofeno, acido diclofenaco, Pindolol, Diltiazem y &cido mefenamico son muy poco
solubles en agua y mejoran su solubilidad, su grado de disolucién y su biodisponibilidad cuando
se formulan como dispersiones sélidas con proteinas solubles en agua como es la albumina de

huevo, gelatina, y caseina de leche. ( Inai, 1991) .

Modiificacion en la naturaleza cristalina del farmaco: Durante el proceso de elaboracion de las
dispersiones sélidas el farmaco puede sufrir cambios en su estado inicial obteniéndose polimorfos,

amorfos, solvatos e incluso complejos.
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Si el farmaco en su nuevo estado cumple que presenta mayor solubilidad que en su estado
anterior y que no revierte a la forma menos soluble al ponerse en contacto con el medio de
disolucion, podra esperarse un aumento en la velocidad de disolucién con respecto a la

correspondiente mezcla fisica.

Durante el proceso de envejecimiento de las dispersiones solidas, las formas cristalinas
pueden evolucionar hacia otros estados cristalinos de menor o de mayor velocidad de disolucion (
Markovich, 1997) también se han descrito situaciones similares causadas por la simple

pulverizacién del sélido.

Los distintos estados en los que se puede encontrar el principio activo después de un proceso

de elaboracion de las dispersiones sélidas son:

- polimorfismo y estados amorfos: El estado amorfo es el mas inestable ternodindmicamente. Se

genera por el enfriamiento subito del fundido o por precipitacion rapida de soluciones
organicas. Generalmente el compuesto amorfo es méas soluble que la misma especie quimica
cristalizada, incluyendo cualquier polimorfo ( Taylor, 1997 ) aunque también puede ser menos
soluble ( Badawi, 1980 ).

- solvatos: la recristalizacion de muchas sustancias a partir de una solucién puede conducir a
la formacion de un compuesto sélido que contenga moléculas de disolvente como parte
integrante de su estructura cristalina; son los denominados solvatos o hidratos, en el caso de
ser agua el disolvente atrapado. Los solvatos pueden considerarse formas pseudopolimorficas
ya que su solubilidad y velocidad pueden diferir considerablemente de las que presentan la

forma no solvatada ( Corrigan, 1984 ).

- complejos: pueden formarse en el seno de las dispersiones solidas o en el medio de disolucion
tras la liberacion del principio activo. Los complejos formados pueden tener mayor o menor

solubilidad que el compuesto puro.

Disminucion de la energia de activacion. Algunas teorias explican el aumento en la velocidad de
disolucion de las dispersiones sélidas por un descenso en la energia de activacion de la

disolucioén.

Formacion de coacervatos. La formacion de coacervatos en la superficie del coprecipitado y el
solvente también puede explicar el aumento en la velocidad de disolucion para algunos

coprecipitados de bajo peso molecular ( Badawi, 1980 ).
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En el caso de que el vehiculo se disuelva llevando disperso el medicamento en el medio de
disolucion, la cesion del medicamento ( Cm ) es dependiente de la velocidad de disolucion del
vehiculo ( Vv ) por la proporcion de medicamento presente ( concentracion medicamento /

concentracion vehiculo ). Lo que concuerda con las experiencias de Simonelli (1969)

Cm = Vv* Cmto. / Cvehiculo

FORMULACION DE LAS DISPERSIONES SOL IDAS

Las dispersiones sélidas en muchas ocasiones se presentan como sélidos poco manejables.
Por esta razén normalmente requieren una formulacion posterior a su obtencién bien como

comprimidos o como capsulas.

La granulacion por via humeda no se puede utilizar puesto que las sustancias liquidas
destruyen la dispersion, anulando sus propiedades. Las técnicas a las que normalmente se recurre

son la compresién directa o la doble y la encapsulacion.

VEHICULOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO PARA LA OBTENCION DE
DISPERSIONES SOLIDAS

AlbUminay crospovidona

ALBUMINA

Se definen como albuminas, a un grupo de proteinas facilmente cristalizables y solubles en
agua en un rango de pH entre 4 y 8,5. Entre los distintos tipos de albuminas destacan dos clases:

seroalbiminas y ovoalbuiminas.

Las SEROALBUMINAS constituyen el 60 % de las proteinas del plasma y tienen como
mision regular la presion oncoética de la sangre, presentan una gran capacidad de union y

transporte de hormonas, grasas y farmacos.

En los Ultimos afios han aparecido numerosos trabajos en los que se utiliza la albimina,
como sistema de administracion de farmacos; ya que, su union a los farmacos condiciona la

distribucion de los mismos en el organismo, asi como su duracion de accidn, por tanto, el empleo
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de la albimina presenta una serie de ventajas como mejorar la biodisponibilidad y reducir efectos
secundarios de farmacos como la Indometacina, o los AINE que son muy poco solubles en agua y

gue ademas presenten el inconveniente de llevar una fuerte ulcerogenicidad ( Tsuji, 1993 ).

También con el empleo de albiminas se puede modificar la disolucién de los principios
activos que estén unidos a ellas, asi tenemos el caso de la Norfloxacina y Prednisolona que en
forma de dispersiones solidas con ovoalbimina y sometidas a un proceso de liofilizacién dan

lugar a una formulacién que presenta un aumento en el grado de disolucion ( Tsuji, 1996 ).

La seroalbumina obtenida a partir de donantes o por biotecnologia que se utiliza por via
parenteral; pero si la administracion es por via oral, se puede utilizar la ovoalbdmina que es
mucho mas econdmica; asi para la formulacion de nuestro principio activo, se escogera la

ovoalbUmina.

Otra de las ventajas del empleo de la albumina, segln recientes investigaciones, es la
posibilidad de retraso de la racemizacion de la Talidomida ( Knoche, 1994) lo que significa un

avance en este tipo de problema que presenta nuestro farmaco.

Pero el principal problema que presenta nuestro principio activo es su extremada
sensibilidad a los procesos hidroliticos, lo que conduce a una racemizacion de la molécula en un
corto periodo de tiempo, determinandose un valor de semivida de racemizacion para la
Talidomida en solucién buffer fosfato ( 0,067 M pH 7,4 ) a 37° C de 2,7 horas. Asi los valores de
las semividas de racemizacién ““ in vitro ““ para los enantiémeros de Talidomida son casi idénticos

siendo de 288,8 minutos para la (+) Talidomida y de 260,5 minutos para la (-) Talidomida.

Los estudios ““ in vivo” en plasma humano y animal ( conejos ) presentan un significativo
descenso en el valor de semivida de racemizacion de la Talidomida, siendo para el plasma
humano de 11,5 minutos para (+) Talidomida y de 8,3 minutos para (-) Talidomida y para el
plasma de conejo, de 9,3 minutos para (+) Talidomida y de 6,5 minutos para () Talidomida. En
general, parece que no hay grandes diferencias interespecies; pero lo que si parece claro es, que

la (=) Talidomida se racemiza mas rapido que la (+) Talidomida.

Investigaciones llevadas a cabo en soluciones buffer fosfato en presencia de concentraciones
fisioldgicas de seroalblmina sin acidos grasos, indican que los valores de semivida de
racemizacion son, de 18,5 minutos para la (+) Talidomida y de 9,5 minutos para la (-)

Talidomida, valores que son muy parecidos a los obtenidos en plasma humano.
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El grado de racemizacion ha sido estudiado en soluciones de fraccion V de albimina que
contiene un alto contenido en &cidos grasos, presentando un valor de semivida de racemizacién de
68,8 minutos para la (+) Talidomida y de 54,4 minutos para la (-) Talidomida. En consecuencia el
alto contenido de &cidos grasos en la albimina, parece disminuir la interaccién de la Talidomida
con la albumina lo que hace que el proceso de racemizacion para los dos enantiomeros sea mucho

mas lento.

Por otro lado, cuando se incubaron enantiomeros de Talidomida en microsomas hepéticos de
ratas, la racemizacion fué muy lenta, lo que hace suponer que, las enzimas microsomales
hepéticas no tienen influencia en la racemizacion de los enantiomeros de Talidomida como la

albUmina sérica.

La albumina que se utiliza para formar dispersiones solidas con Talidomida, con el objetivo
de modificar la velocidad de liberacion del farmaco en forma sélida, es la ALBUMINA DE
HUEVO DE POLLO GRADO V que se caracteriza por ser una glicoproteina fosforilada. La
porcidn péptida de la molécula tiene un peso molecular de 44.287. Las porciones carbohidrato y

fosfato aportan un peso adicional de 1428 y de 160 g/mol respectivamente cuyas caracteristicas

son:
N° CAS: 9006-59-1

Sinénimo: ovoalbimina

Apariencia: polvo de color blanco a amarillento

E 1% (280 nm): 6,9a7,6

EM (280 nm): 31.000

Punto isoeléctrico: 4,9 para la albmina original de huevo de pollo

Pureza: minima 98 %

Solubilidad: 40 mg/ml en agua originan una solucion clara o bien amarillenta

Las condiciones de almacenamiento recomendadas para esta albumina como producto en
polvo es en condiciones secas y a la temperatura de 2 a 8° C para poder asegurar una minima

caducidad de 2 a 3 afios.

Mediante técnica de calor diferencial se indica que la albdmina de huevo de pollo se

desnaturaliza a la temperatura de 84° C.
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En la microfotografia 1 obtenida por microscopia electrénica, se observa la morfologia de la

alblmina aproximada 350 aumentos.

microfotografia 1 : albimina de huevo de pollo ( x 350 aumentos )
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5210 CROSPOVIDONA

Su denominacién quimica es 1 etenil 2 pirrolidona homopolimero ( 9003-39-8) con férmula
empirica (Cs HoNO) , y con un peso molecular superior a 1000.000. Se caracteriza por ser un
polvo higroscdpico, de color blanco e inodoro que se emplea como excipiente farmacéutico en

proporciones de 2 a 5% para la preparacion de comprimidos por compresién directa .
Las caracteristicas fisicas para la crospovidona ( Polyplasdone XL) son:

- acidez / alcalinidad: pH 5,0 - 8,0

- densidad: 0,213 g/ cm®

- distribucion de particula: inferior a 400 zm

- contenido en sodio: 209 ppm

- solubilidad: practicamente insoluble en agua

- é&rea superficie especifica: 0,77 — 0,82 m?/ g

La crospovidona es una sustancia estable e higroscépica que debe ser conservada en lugar seco
y fresco. Es compatible con la mayoria de las sustancias farmacéuticas organicas e inorganicas por

lo que se utiliza en formulaciones orales ya que no es téxica . ( Handbook of excipients).
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53 COMPLEJOS DE INCLUSION CON CICLODEXTRINAS ( Fromming)

Las ciclodextrinas son moléculas con la capacidad de formar complejos de inclusién con dos
especies quimicas diferentes denominadas “huésped” y “ hospedador”. La molécula ““ huésped” queda
encerrada en la cavidad formada por un armazén o matriz del “ hospedador”. La asociacion
“hospedador/huésped* no se estabiliza por enlaces covalentes o i6nicos sino que pone en juego enlaces de

tipo puentes de hidrégeno o fuerzas de Van der Waals.

Las ciclodextrinas son ciclooligosacaridos no reductores, formados por polimeros de «-D glucopiranosa
unidas por enlaces entre los carbonos C1 y C4. Las uniones de esta glucopiranosa se disponen de tal forma
que, forman una cavidad hidrofobica que acepta moléculas apolares como la Talidomida. La zona hidrofilica
de la superficie de la ciclodextrina confiere una solubilidad acuosa a las moléculas que se unen a ella para

formar un complejo de inclusion.

Las principales ventajas del uso de ciclodextrinas en la Industria Farmacéutica son la modificacién de
las caracteristicas farmacocinéticas y biofarmacéuticas de los principios activos cuando se formulan con éstos
en forma de complejos. La primera publicacion que se conoce demostrando estos efectos de las ciclodextrinas

tanto en ensayos ““in vitro™ como “in vivo” es de Fromming ( 1972).

La produccién de ciclodextrinas consiste en dos fases. Primero se produce la enzima ciclodextrin-
transglicosilasa por ““Bacillus macerans™ y segundo se trata el almidon parcialmente hidrolizado con esta
enzima, obteniéndose una mezcla de o, # y y CDs junto con una serie de dextrinas aciclicas. Tanto las
ciclodextrinas ciclicas como las aciclicas, se separan por diferentes técnicas entre las que destacan, la adicion
de solventes organicos apropiados para el aislamiento de cada uno de las ciclodextrinas y de éstas la S CD
es la preferida tanto para alimentacién como para fines farmacéuticos ya que no contiene cantidades

detectables de solvente organico.

La técnica analitica de fotometria para las ciclodextrinas es répida pero no es especifica; mientras que
la cromatografia en capa fina es muy Gtil para analisis cualitativo y semicuantivo siendo la técnica de HPLC

la méas apropiada para la determinacién cuantitativa de las ciclodextrinas .

El hecho de que se utilicen en la Industria Alimenticia y en la Farmacéutica exige unos altos
requerimientos de calidad asi el contenido en agua se determina por Karl-Fischer o por cromatografia
liquida gaseosa; los residuos organicos se determinan por GLC o HPLC y deben ser inferior a 1 xg/ g; las
sustancias reductoras no deben superar el 0,2 %; el contenido en iones metalicos se determina por las cenizas

y deben estar en cantidad inferior a 1 49/ g. EI 1 % de la solucién acuosa debe ser limpia, incolora, con valor
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de pH neutro. La cantidad de gérmenes debe ser inferior a 1000 por gramo, las esporas flngicas menores a

100 por gramo y no deben existir microorganismos patégenos.

Las ciclodextrinas contienen 18 ( @ CD ); 21 ( SCD ) 6 24 ( ¥ CD ) grupos hidroxilo que pueden ser

modificados quimicamente siendo las mas empleadas en Farmacia los derivados de S CD.

La S CD presenta una solubilidad acuosa baja y ademas es la mas rigida de todas las ciclodextrinas lo
que, hace que cristalice antes que « o y CD luego los derivados de # CD se destinan habitualmente a

solucionar el problema de la solubilidad y el de la cristalizacion.

El primer derivado de £ CD para usos farmacéuticos es la heptakis ( 2,6 diorto- metil ) #CD = DIMEB
pero esta CD presenta alta actividad superficial y alta afinidad por el colesterol incluso a concentraciones de
1 mg/ ml presenta efecto hemolitico para los eritrocitos humanos, ademas, se le une el hecho de que su
preparacion es complicada y costosa y en la mayoria de los casos es sustituida efectivamente por la metilada
pSciclodextrina : RAMEB.

Un segundo grupo de derivados de fCD esta representado por los dihidroxi propril derivados, que son
excelentes solubilizadores de farmacos acidos o basicos, no presentan actividad superficial y efecto
hemolitico. Estos derivados son utilizados en Industrias Fotoquimicas y en la Industria Farmacéutica para

preparacion de formulaciones orales o externas.

Un tercer grupo esta representado por derivados hidroxialkilados, como los hidroxietil g CDs; 2
HPBCD y 3HPBCD que no presentan actividad superficial ni efecto hemolitico y de todos estos derivados al
menos el 2 HPBCD es muy bien tolerado parenteralmente incluso en altas dosis. La HPBCD es un polvo
amorfo que respecto a su solubilidad parece que presenta mayor solubilidad que la ciclodextrina de origen
natural S CD ya que, al ser tan soluble en agua la HPBCD se pueden preparar soluciones w/w por encima del
75 % e incluso en etanol son solubles soluciones de HPBCD del orden de 50-60 % wi/w. Otra ventaja que
presenta la HPBCD es su heterogenicidad y su falta de cristalinidad ya que no hay problemas de
precipitacién de las soluciones cuando se las somete a técnicas como la esterilizacion. La HPBCD tendra que
ser elegido el primero de la cadena de derivados de  CDs mas apropiado por sus cualidades para el uso

humano.

Un cuarto y un quinto grupo estan representado por succinil dimetil £ CD o malenil dimetil 2 CD que

son derivados cristalinos.

Un sexto grupo es el de los éteres derivados amorfos y no cristalizables.
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De todos estos derivados se puede concluir que un incremento en los sustituyentes voluminosos en el
anillo de ciclodextrina origina un descenso en la accesibilidad a la cavidad de la ciclodextrina y una ligera
sustitucion es mas ventajosa en este sentido. Por otro lado, un aumento en el grado de sustitucion aumenta la
solubilidad del complejo, ademas la presencia de grupos i6nicos reduce el efecto hemolitico sobre los
eritrocitos y también al establecerse interacciones iénicas con las moléculas i6nicas del huésped se aumenta

tanto la estabilidad como la solubilidad del complejo ( CD : huésped ).

Las ciclodextrinas se comportan, por tanto, como verdaderos transportadores de sustancias
hidrofébicas en solucién, manteniéndolas en estado disuelto y transportandolas a las membranas celulares
lipofilicas y como éstas tienen mayor afinidad hacia la sustancia huésped, las ciclodextrinas quedan en la fase
acuosa, que se transporta hacia el colon, donde se metaboliza hidrolizandose intensivamente por accion de la
microflora, siendo los Gltimos metabolitos a excretar el CO, y el agua y sélo una cantidad insignificante de la

CD de la administracion oral es absorbido por el tracto intestinal en forma inalterada.

Aunque la principal ventaja del uso de las ciclodextrinas es la modificacion de las caracteristicas
farmacocinéticas y biofarmacéuticas que confieren a las sustancias acomplejadas, hay otras serie de ventajas
que derivan de su uso como pueden ser una reduccion de los efectos adversos asi la indometacina,
flurbiprofeno, acido bifenilacetico y naproxeno reducen su irritacion gastroinstestinal al formularse con
ciclodextrinas . Ademas, las ciclodextrinas pueden proteger a los eritrocitos de la hemélisis inducida por una
variedad de principios activos asi de este beneficio se aprovecha la imiprimania cuando es formulada con
ciclodextrinas. Respecto a los sabores también se ha visto que las ciclodextrinas pueden mejorar sabores
desagradables de sustancias acomplejadas e incluso también pueden eliminar ciertos olores desagradables

como es el caso de la femoxetina o clobifrato que enmascaran sus sabores con las ciclodextrinas.

Pero aunque se han descritos bastantes ventajas, el uso farmacéutico de las ciclodextrinas viene limitado
por una serie de restricciones relativas al tamafio de la cavidad de las mismas que hace que sustancias de
gran tamafio, o bien moléculas orgénicas hidrofilicas como son las proteinas , o moléculas altamente
hidratadas como son los azucares o bien sustancias ionizables, no pueden ser acomplejadas ya que, sélo
pueden formar complejo con las ciclodextrinas, moléculas apolares con tamafio adecuado a la cavidad de la

ciclodextrina.

Para el uso farmacéutico, la constante de estabilidad de los complejos debe estar comprendida entre 200
a 10.000 ya que, valores mayores de la constante de estabilidad de complejo, conducen a una liberacion
incompleta del principio activo, lo que nos llevaria a una dosificacion errénea. Otra limitacion es la

estequiometria de los complejos ya que, relaciones CD :PA del orden 1:1; 2:1 0 3:2 son las mas ventajosas.

Por otra parte, hay una serie de restricciones que son las relativas a los posibles efectos cataliticos, que

inciden en la degradacion del principio activo cuando se formulan soluciones con ciclodextrinas y otra
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desventaja es la interaccion de las mismas con los lipidos humanos y el posible riesgo de precipitacion como

ocurre con el colesterol/ #CD en administracion iv en animales.

Respecto a la toxicologia de las ciclodextrinas, la toxicidad oral de SCD es de LD50 mayor de 12,5 g/
Kg. ( raton); de 18,8 g/ Kg. ( ratas ) y mayor de 5 g/ Kg. ( perros ). Para yCD la LD50 es mayor de 16 g/Kg.
(‘ratdn ) y mayor de 8 g/Kg. ( ratas). La toxicidad parenteral para ACD en via iv es de LD50 de 788 mg/Kg.
(ratas) con sintomas de nefrotoxicidad, siendo la y CD la més apropiada para via iv, debido a su alta
solubilidad y su rapida degradacion enzimatica con valor de LD50 mayor de 4000 mg /Kg. (ratén) y mayor
de 2400 mg/Kg. ( ratas). La toxicidad subcutanea para y CD es de LD50 mayor de 4000 mg/kg. (raton) y
mayor de 2400 mg/Kg. ( ratas). La toxicidad intraperitoneal para ACD es de LD50 de 373 mg/Kg. (ratas
macho); 356 mg/kg. ( ratas hembra); 372 mg/Kg. (ratén macho); 331 mg/ Kg.( ratén hembra). La BCD no
presenta ni efectos mutagénicos ni teratogénicos en conejos asi como la « CD y y CD tampoco presentan

embriotoxicidad ni teratogenicidad en ratas.

La incorporacion de una sustancia o huésped a una ciclodextrina forma el denominado complejo de
inclusion, aunque existen otras denominaciones como aducto, clatrato, compuesto molecular, criptato o
complejo; pero teniendo en cuenta que no se establecen uniones covalentes entre la sustancia y la
ciclodextrina y, que la unién esta determinada por el equilibrio de asociacion — disociacion del huésped con

la ciclodextrina, el término de complejo de inclusién parece ser el mas apropiado.

Las ciclodextrinas son capaces de formar complejos de inclusion con sustancias que presenten un
tamafio compatible con la dimension de su cavidad interna; asi es que los factores geométricos influyen més
que los quimicos en la determinacion del tipo de huésped que pueden albergar, asi las moléculas incluidas se
orientan de forma que sus zonas hidrofébicas se unan lo méximo a la cavidad apolar y sus zonas hidrofilicas
queden lo mas unida a la zona hidrofilica externa de las ciclodextrinas, por tanto, sélo sustancias que sean
menos polares que el agua podran acomplejarse con las ciclodextrinas y la estabilidad del complejo de

inclusion sera proporcional al caracter hidrofobico del huésped.

El caracter hidrofilico en las moléculas de ciclodextrinas y apolar en la zona interna se pone de
manifiesto con los estudios de RMN y de difraccién de rayos X donde se muestra que, las moléculas de
glucosa en las ciclodextrinas se configuran en forma de silla y su disposicién ciclica origina una estructura de

forma torica.
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531 FORMULACIONES LIQUIDAS DE COMPLEJOS DE CDs

La formacion de un complejo de inclusion con las ciclodextrinas determina un descenso de entalpia y
un incremento de entropia del sistema, por reduccién de la energia de éste; lo que ocasiona un
aumento de la estabilidad del complejo y viene regulado por el equilibrio entre la asociacion y

disociacion de la molécula huésped y ciclodextrina expresandose para complejo de tipo 1:1 de

forma:
Ka
CD +HUESPED <« CD - HUESPED
Kd
K=Kd/Ka

Ka=[CD-H] / [CD] [H] expresadaenM ™
Kd=[CD] [H] /[ CD-H] expresadaen M

Para otros porcentajes de complejos habréa que tener en cuenta la relacion estequiométrica entre

el huésped y la ciclodextrina.

El valor de K, depende mucho del valor del pH para aquellos huéspedes ionizables; ya que, para
aquellas sustancias con caracter acido, acomplejaran mejor en medio alcalino y viceversa mientras
que, si el huésped presenta caracter neutro no hay influencia del pH en el valor de la constante.
Ademés, la K depende de la temperatura de forma que aumentos de ésta, producen un descenso del
valor de la constante, con tendencia a la disociacién. Por tanto, el estado de equilibrio de un
complejo determinard su estabilidad y su solubilidad, asi un complejo muy estable debe de ser muy
soluble y dificil de obtener en forma cristalina por el contrario, un complejo con baja estabilidad

deberé tener baja solubilidad y podra aislarse en forma cristalina.

En fase liquida, los complejos estables con ciclodextrinas presentan una proteccion frente a
alteraciones quimicas ya que la cantidad de sustancia libre sin acomplejar es muy pequefia, ademas,
las ciclodextrinas presentan un interesante efecto catalitico para la nitrosacion de las aminas de la
sustancia huésped y esto es importante por el efecto carcinogenético de los productos de reaccion de
las nitrosaminas. Este efecto catalitico también se observa con la preparacion de complejos de

inclusion solidos.
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Por otro lado la complejacién con ciclodextrinas en fase liquida puede conferir a la solucion
fotoestabilidad y en este sentido las ciclodextrinas alquiladas parecen ser méas efectivas que las

ciclodextrinas no sustituidas.

Ademas, la constante de estabilidad del complejo influye directamente en la farmacocinética del
principio activo acomplejado; ya que, si es un valor de constante bajo resulta en un rapido
incremento en sangre y un alto valor del pico maximo y al contrario al aumentar la estabilidad de la
constante, la disociacion se hace mas lenta y hay menor concentracion de farmaco libre en fluidos
gastrointestinales. Por ello, sustancias muy poco soluble en agua presentan tras la complejacion con
ciclodextrinas, una mejora de sus condiciones farmacocinéticas al aumentar su solubilidad y su grado

de disolucion.

La preparacion de formulaciones liquidas orales con complejos de ciclodextrinas esta limitado,
debido a problemas en dosificacion y suficiente estabilidad; pero su empleo mejoraria la solubilidad
del farmaco en solucion, aumentaria la estabilidad quimica y fisica de la formulacion, enmascararia
sabores y olores desagradables y minimizaria efectos adversos. La incorporacién de ciclodextrinas a

soluciones, suspensiones y emulsiones provoca:

- soluciones: las ciclodextrinas mejoran la solubilidad de farmacos muy poco soluble en agua; pero
se corre el riesgo de que las ciclodextrinas disueltas sirvan de nutrientes a los microorganismos
como le pasa a la indometacina / HPBCD en solucion que sufre cristalizacion, debido a una

descomposicion de la ciclodextrina por contaminacién microbiana.

- suspensiones: con las ciclodextrinas no hay crecimiento cristalino e incluso puede proteger al
principio activo de degradacién, como es el caso de la suspension de metronidazol/ ACD, que al
cabo de 6 meses a 8° C no presenta crecimiento cristalino y el metronidazol esta protegido

fotoquimicamente.

- emulsiones: las ciclodextrinas tienen poco uso, tal vez en la Industria Alimentaria y en Cosmética
donde pueden servir en la preparacion de emulsiones agua/aceite pero los liposomas no son
compatibles con las ciclodextrinas, ya que éstas forman complejos resultando en una lisis de las

membranas liposomiales.
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La preparacion de formulaciones liquidas parenterales con ciclodextrinas puede modificar la
estabilidad y solubilidad del farmaco, como es el caso de la prostaglandina E1l/a CD o bien puede
cambiar la farmacocinética del principio activo, como le ocurre a la dexametasona /HPBCD que
sufre notables mejorias en su biodisponibilidad o también las ciclodextrinas pueden llegar a reducir
los efectos irritativos locales por ejemplo la tiamucina/ » CD (1:3) no tienen efectos irrtiantes en la
piel de los conejos. También se pueden reducir los efectos hemoliticos del farmaco como le pasa a la
carbamacepina/HPBCD aunque por otra parte, también se pueden presentar problemas de
interacciones con otros ingredientes de la formulacion como le ocurre a los ésteres de 1,4
dihidropiridina acomplejada con ciclodextrinas, que conduce a una variedad cuantitativa del éster

solubilizado por problemas de interacciones internas en la formulacion.

FORMULACIONES SOLIDAS DE COMPLEJOS DE CDS

La estructura de los complejos con ciclodextrinas en fase liquida no es la misma que para la fase
solida ya que, en la primera las moléculas del huésped estan Gnicamente incluidas en la cavidad de la
ciclodextrina y en la segunda fase no solo estan las moléculas del huésped en la cavidad de la
ciclodextrina, sino que también estan entre las moléculas de ciclodextrinas, ademés algunas de las
moléculas de ciclodextrinas incluyen moléculas de agua, consecuentemente los compuestos sélidos

cristalinos 0 amorfos casi nunca responden a una relacion estequiométrica.

Los complejos de inclusion con ciclodextrinas en fase solida, confieren estabilidad quimica al

farmaco acomplejado y un aumento de la estabilidad fisica.

La mayoria de los complejos de inclusion con ciclodextrinas en fase solida, preparados por
liofilizacion son amorfos y se evitara la transicion al estado cristalino por exclusion de la humedad

atmosférica.

La incorporacion de ciclodextrinas para la formacién de complejos en fase solida, puede
provocar una estabilizacion quimica o fisica del principio activo como es el caso de nocloprost/s CD
este potente derivado de prostaglandina antiulceroso presenta mejoras en su estabilidad térmica.
También se puede mejorar el grado de disolucidn y la biodisponibilidad de farmacos poco solubles en
agua, como le ocurre a la biodisponibilidad de la prednisolona en complejo 1:2 con la £ CD en
humanos. Las ciclodextrinas pueden suprimir la volatilidad de farmacos con alta presion de vapor,
asi la nitroglicerina con la ACD o bien pueden transformar farmacos liquidos en sélidos como es el
caso de las soluciones saturadas de esteroides en soluciones acuosas de HPBCD tras la liofilizacion

dan un polvo con largo tiempo de caducidad. Por otro lado la incorporacion de ciclodextrinas puede
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eliminar incompatibilidades entre el principio activo y los deméas constituyentes de la formulacion
como le pasa a la furosemida que se puede formular con la ACD y con celulosa microcristalina sin
problemas de incompatibilidades y por Gltimo las ciclodextrinas pueden mejorar los efectos adversos,
como es el caso de la testosterona en complejos liofilizados con HPBCD en comprimidos por
compresion directa alcanza el C max mucho antes que el principio activo sin ciclodextrina y con
menor dosis, luego esto evita los efectos secundarios derivados de administrar grandes dosis de

medicamento.

FORMULACIONES DERMICAS CON COMPLEJOS DE CDS

La incorporacion de ciclodextrinas en las formulaciones dérmicas puede mejorar la
biodisponibilidad topica al mejorar la liberacion del principio activo del vehiculo y aumentar la
concentracion de farmaco libre disuelto. Asi es el caso de la dexametasona con complejos de g y »
CD. También se puede aumentar el efecto terapéutico, como le ocurre al profarmaco del &cido 4
bifenil acético que mejora su efecto antiinflamatorio con las CDs. Por otra parte, el uso de CDs puede
evitar incompatibilidades del farmaco con otros constituyentes de la formulacion. Pero no todo son
ventajas ya que, pueden aumentar el grado de consistencia o viscosidad del preparado dérmico por
incorporar altas cantidades de ciclodextrinas lo que disminuiria el grado de difusion del farmaco
disuelto. Ademas, si la constante de asociacion es muy alta hay una disminucién del farmaco libre
luego, habra menor absorcion, este es el caso de la prednisolona con complejos de CDs y también
pueden darse casos de competencia del principio activo y del resto de los constituyentes de la
formulacion por ocupar la cavidad de las CDs y por Gltimo también pueden darse irritaciones locales

como consecuencia de las propiedades superficiales que presentan las CDs en especial las metiladas.

FORMULACIONES RECTALES Y VAGINALES CON COMPLEJOS DE CDS

La incorporacion de ciclodextrinas a la preparacion de formulaciones rectales y vaginales
puede modificar las propiedades fisicas de los supositorios, como es el caso del profarmaco acetato
etil 4 bifenil que con S CD aumenta su viscosidad y disminuye su solubilidad. También puede
aumentarse la estabilidad del farmaco con inhibicion del crecimiento cristalino, asi el clorbutanol
mejora su estabilidad con g CD. Las CDs también pueden aumentar la liberacion y absorcion del
principio activo; asi un aumento en la biodisponibilidad del farmaco permitird una reduccion de la
dosis y por ello los efectos locales pueden aliviarse. Por otro lado se pueden eliminar
incompatibilidades entre el principio activo y los constituyentes de los supositorios o bien modificar la
permeabilidad de la membrana rectal; pero como desventaja se da la competicion entre el farmaco

incluido y otros constituyentes de la formulacion por la cavidad de la ciclodextrina.
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535 FORMULACIONES OFTALMICAS Y NASALES CON COMPLEJOS DE CDS

La incorporacion de ciclodextrinas para la formulacién de preparaciones oftalmicas puede
mejorar la solubilidad, como es el caso del clobetasona-17-butirato con £ CD o bien puede mejorarse
la estabilidad y aliviarse irritaciones locales como le ocurre al flurbiprofeno con g y y CD. También
se puede mejorar la penetracion y la biodisponibilidad en la cornea, como le pasa a la ciclosporina:
Como desventaja se puede dar un descenso en la biodisponibilidad si la constante de estabilidad es
muy alta o bien puede darse reacciones de competencia entre los constituyentes de la formulacién y

disminuir la estabilidad.

La incorporacion de ciclodextrinas para la formulacién de preparaciones nasales puede
mejorar la solubilidad del principio activo; asi la hidroxidodecadinil ciclohexadiendiona con la «
CD. También se puede mejorar la estabilidad como le ocurre a la benzopiranopiridina con g CD.
También se pueden aliviar los efectos adversos en la membrana mucosa y aumentar el grado de
penetracion a través de la mucosa nasal con aumento de la biodisponibilidad como le pasa a la

buroselina .

536 OTRAS FORMULACIONES CON COMPLEJOS DE CDS

La incorporacion de ciclodextrinas a farmacos en aerosoles puede resultar beneficiosa, como es el caso

de la dexametasona con la HPBCD que resulta tener unas excelentes calidades.

Para las microcapsulas se obtiene una estabilidad frente a procesos oxidativos y degradativos; ya que,

los polimeros de las CDs no pueden penetrar la membrana de las microcapsulas y s6lo lo puede hacer el

principio activo, de forma que se consigue una liberacion sostenida del medicamento, este es el caso de la

penicilina con la CDs en microencapsulacion.

Para los parches, se obtiene una liberacion constante del principio activo y ademas se puede evitar el

efecto primer paso como es el caso de la nitroglicerina.
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537 FORMULACIONES DE LIBERACION SOSTENIDA CON COMPLEJOS DE CDS

538

La incorporacion de ciclodextrinas a formulaciones de liberacion sostenida de medicamento,
puede evitar el pico de la concentracién maxima y esto se puede lograr con derivados de CDs muy
poco solubles, con altos valores de constante de estabilidad del complejo de forma que exista poca
cantidad de farmaco libre como le ocurre al carboximetil etil con S CD , o bien que la ciclodextrina
soluble esté en exceso asi el equilibrio de disociacion se desplaza a la formacion de complejo.
Ejemplos de liberacién sostenida con CDs son el diltiazem con la g CD vy la prostaglandina con

ciclodextrinas.

TIPOS DE CDS EMPLEADAS EN ESTA MEMORIA:

a. CAVITRON 8205( HPBCD 410-901)

Es una ciclodextrina de aspecto pulverulento, blanco, inodoro. Sintetizada a partir de Cavitron 82000

S CD por sustitucion de los grupos hidroxil de la ciclodextrina por grupos hidroxipropil.

PM: 1292 — 1309 g/mol
Sustancia seca: 95 %

Grado de sustitucion: 6,5

Cenizas: 0,5%

Propilenglicol 15%

PH (1% sol.): 7,5

Solubilidad >50% (agua, 25°C)

Condiciones de conservacion en lugar fresco, seco y apartado de materiales quimicos y con olor,

asegurandose de una buena ventilacion ya que es un polvo inflamable y explosivo.
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b. CAVITRON 84000( yCD 410-110)

Es una ciclodextrina de aspecto pulverulento, de color blanco, inodoro producida por la accién

enzimatica del almidon.

PM: 1297 g/mol

Sustancia seca: 86 %

yciclodextrina: 98 %

Rotacion oOptica: 176,5 grados

PH (1 % sol): 75

Solubilidad 25,6 9/100 ml( agua, 25°C)

Condiciones de almacenamiento en lugar fresco, seco, apartado de reactivos quimicos puesto que es

una sustancia inflamable y explosiva.

c. CY2004—-1(METOXICD)

Es una ciclodextrina de aspecto pulverulento, de color blanco, inodora

PM: 1303- 1317 g/ mol
Solubilidad : >33 % agua, 25° C y también es soluble en agua caliente.
Condiciones de almacenamiento en lugar fresco, seco , apartado de reactivos quimicos puesto que es

una sustancia inflamable y explosiva.
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REACTIVOS

- Acetonitrilo HPLC (Scan-HPLC)

- Acido borico ( Panreac PA)

- Acido citrico ( Panreac PA-ACS-1SO)

- Acido clorhidrico 35% ( Panreac, PRS)

- Agua desionizada, calidad farmacéutica

- Anhidrido acético ( Panreac PA)

- Anhidrido ftalico ( Panreac,PRS)

- Avicel ® PH 101,( FMC, calidad farmacéutica)
- Biftalato potasico ( Panreac PRS)

- Carbonato amdnico(Panreac PRS )

- Citrato sddico ( Panreac PRS)

- Cloruro potéasico ( Panreac PA)

- Crospovidona Polyplasdone ® XL ( Isp Technologies, INC, calidad farmacéutica)
- Dimetil sulféxido ( Panreac PA-ACS)

- Encompress (Julia-Parrera)

- Eter dietilico ( Merck Extrapuro)

- Fosfato potasico monobaésico ( Panreac PA-ACS-1SO)
- Hidroxido Sédico ( Panreac PRS)

- HPBCD (Cavitron 82005) ( Cerester Ibérica)

- L-acido glutdmico ( Panreac, PRS)

- Lauril sulfato sodico ( Panreac, PRS)

- Metoxi CD ( Cavitron )( Cerester Ibérica)

- Nitrogeno liquido

- Ortofosfato hidrogeno disodico ( Panreac PRS)
- Ovoalbumina grado V ( Sigma Prod.N° A5253 )
- Piridina ( Panreaz PRS)

- Reactivo de Karl-Fischer ( Panreac, RE )

- yCD ( Cavitron 84000) ( Cerester Ibérica)
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Soluciones amortiguadoras del pH.: ( pag 2049, USP XXl111)

Solucion tampon pH 24: mezclar 50 ml de biftalato potasico 0,2 M con 35-42 ml de &cido

clorhidrico 0,2 M para ajustar el pH enrasando con agua en matraz volumétrico de 200 ml

Solucion tampon pH 3,4: mezclar 50 ml de biftalato potasico 0,2 M con 6,3 — 10,4 ml de acido

clorhidrico 0,2 M para ajustar el pH enrasando con agua en matraz volumétrico de 200 ml

Solucion tampon pH 4,4: mezclar 50 ml de biftalato potasico 0,2 M con 6,6 — 11,1 ml de hidréxido

sodico 0,2 M para ajustar el pH y enrasar con agua a matraz volumétrico de 200 ml

Solucion tampon pH 5,4: mezclar 50 ml de biftalato potésico 0,2 M con 34,1- 38,8 ml de hidroxido

sddico 0,2 M para ajustar el pH y enrasar con agua a matraz volumétrico de 200 ml

Solucion tampon pH 6,4: mezclar 50 ml de fosfato potasico monobasico con 11,6 — 16,4 ml de

hidréxido sédico 0,2 M para ajustar el pH y enrasar a matraz volumétrico de 200 ml

Solucion tampon pH 7,4: mezclar 50 ml de fosfato potasico monobasico 0,2 M con 39,1 — 42,4 ml de

hidréxido sédico 0,2 M para ajustar el pH y enrasar con agua a matraz volumétrico de 200 ml.

Solucion tampon pH 8,4 mezclar 50 ml de &cido borico 0,2 M con 8,6 — 11,8 ml de hidroxido sodico

0,2 M para ajustar pH y enrasar con agua a matraz volumétrico de 200 ml

Solucion tampon ftalato dcido de potasio pH 5,2: disolver 1,02 gramos de ftalato acido de potasio

en 30 ml de hidroxido sédico 0,1 M 'y completar hasta volumen de 100 ml con agua.

Solucion tampon fosfato potasico monobésico pH 6,4: mezclar 50 ml de fosfato potésico
monobasico con 11,6-16,4 ml de hidroxido sédico 0,2 M para ajustar pH y enrasar con agua a

volumen de 200 ml

Solucion tampon citrato pH 5 (0,75 M ). modificado a la BP 93 PAG A77 ya que se forma a partir

de la disolucion de 1,118 gramos en 5000 ml de agua

Solucion tampon citrato pH 5 ( 0,375 M ): maodificado a la BP 93 PAG A77 ya que se preparo
mezclando volimenes iguales de solucion tampon citrato pH 5 (0,75 M), formado disolviendo 1,118

gramos en 5000 ml, con agua ajustando el valor del pH con &cido clorhidrico 0,2 M

Solucion tampon citrofosfato pH 6,5 : segin BP 93 PAG A 77 mezclando 29 ml de &cido citrico 0,1

M con suficiente ortofosfato hidrégeno disédico 0,2 M para 100 ml
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MATERIAL:

- agitador magnético LABINCO LD-10%
- agitador tubos
aparato compresion BONALS ©
- aparato de destilacion
- aparato disolucion Turu-Grau®
- aparato disolucion Van-Kel VK 700¢
- aparato resistencia a la fractura: PHARMA TEST PTB 311°
- balanza de precision METTLER ® AJ 100
- bafio de ultrasonidos BRANSON 2200
- camaras
- centrifuga
- congelador
- controladores de humedad relativa ( desecadores)
- cromatografo de liquidos Gilson
- bombas 305y 306
- mezclador 811 b
- detector UV modelo 116
- inyector de muestras 231XL
- integrador Spectra Physics 4270
- difractémetro rayos X Philips X Part MPD®
- disgregador PHARMA TEST PTZ 1¢
- duquesas
- espectrocopio RMN-H*
- espectrofotémetro BECKMAN DU-6%
- estufas
- filtros Buchner
- filtros de jeringa TRACER 0,45y
- filtros de membrana

- filtros de pliegues
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- Karl-Fisher 658 Processor, 655 Dosimat, E 624 Agitador, METHROM ®
- liofilizador TELSTAR ®L-3

- manta calefactora

- matraces aforados

- microscopio electronico de barrido JEOL ® JSM 6400
- mortero

- mufla

- pera

- ph metro CRISON ® MicropH 2002

- piederey

- pipetas

- placas térmicas eléctricas

- refrigerador

- refrigerante de reflujo

- rotavapor

- tubos ensayo

- vasos de precipitados

- viales



Métodos clinicos 129

v

METODOS CLINICOS







Métodos clinicos 131

71 ESTUDIO DE CAMPO DE UTILIZACION CLINICA DE LA
TALIDOMIDA

La Talidomida es un medicamento huérfano que se importa en Espafia y se utiliza en terapéutica
aplicando un protocolo estricto para las indicaciones admitidas o bien como parte de un ensayo clinico o

como ““ uso compasivo™ en indicaciones no admitidas.

La utilizacion clinica de la Talidomida se ha evaluado mediante el envio de una documentacion
actualizada, a distintos servicios de dermatologia de diversos hospitales espafioles para recoger de esta
forma, las distintas aplicaciones farmacoldgicas que se estdn empleando actualmente y, sobre todo, para

conocer el grado de resultado en las mismas, pudiendo asi compararlas con los datos bibliograficos.

La utilizacion de medicamentos, es un concepto acufiado por la Organizacion Mundial de la Salud
que, excede de las indicaciones clinicas aprobadas para una sustancia concreta. En este sentido, la OMS
cred un grupo de trabajo en 1986 para recopilar el uso real que los médicos hacen de los medicamentos y
a partir de ese afio el Drug Utilization Research Group ( DURG) , se encarga de recopilar bibliografia y
estudios estadisticos para comprobar como se lleva a cabo la utilizacion de los medicamentos en diversos

paises.

En nuestro trabajo, dado que la Talidomida se encuentra sometida a unas importantes restricciones
de uso y se exige un protocolo estricto de utilizacién para las indicaciones aprobadas, quisimos
comprobar por medio de una encuesta, el grado de utilizacién de los servicios de dermatologia de los
hospitales, tanto pablicos como privados, y obtener una valoracién clinica de su actividad para diversas

indicaciones.

Hay que destacar que el trabajo no tiene las caracteristicas de una encuesta llevada a cabo con la
metodologia aplicable a este tipo de estudios y que su valor es solamente cualitativo, aunque puede servir
de orientacion en futuras aplicaciones de un medicamento formulado a base de Talidomida y teniendo en

cuenta los resultados de nuestro trabajo.
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7.2 ENCUESTAS

La encuesta se llevo a cabo mediante el modelo que se acompafia en la tabla 5 y se remitié por
correo con una carta de peticion a 150 servicios de dermatologia de hospitales espafioles tanto publicos

como privados.

En el modelo de encuesta , se indicaban las principales indicaciones del fArmaco y se preguntaba a

los médicos sobre la utilizacion que se hacia de la misma en esos centros.

Los resultados que se obtuvieron se clasificaron en optimos, buenos, regulares y malos, aunque de
esta Gltima respuesta no hubo ninguna, pudiendo suponer que en estos casos no se habia utilizado o
estaba mal formulada la pregunta por nuestra parte, ya que si los resultados eran malos en alguna

indicacion concreta, el hospital preferia no utilizarlo y por tanto no contestaba.

En la encuesta también se preguntaba sobre si se ensayaba en otras indicaciones, siendo casi

invariablemente la respuesta negativa por las implicaciones sobre ensayos clinicos.

Ademas, se preguntaba por los medicamentos més frecuentes con los que se asocia, si conocian el
procedimiento para obtener el producto y si habia dificultades de suministro, siendo en estos casos la

respuesta afirmativa casi invariable.

Por ultimo, se permitia al encuestado hacer observaciones en texto libre encontrando en algunos
casos que se pedia la libre comercializacién del producto aunque con restricciones, como las existentes

con los derivados del acido retinoico.

Hay que destacar, que en ningun caso se ha pensado llevar a cabo un tratamiento estadistico de los
datos obtenidos, debido a los posibles fallos metodol6gicos que implica desconocer si los hospitales que
no han respondido es por causas de no utilizar Talidomida en sus tratamientos o simplemente por no
haber contestado a la encuesta. No obstante, desde un punto de vista exclusivamente cualitativo, resulta

muy ilustrativa las respuestas tabuladas.
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HOSPITAL:

SERVICIO: JEFE DE SERVICIO:

ENCUESTA SOBRE UTILIZACION CLINICA DE LA TALIDOMIDA

UTILIZACION CLINICA

SE UTILIZA [J SEHA UTILIZADO[] YA NO SE UTILIZA[l SEPIENSA UTILIZAR[] NOLI

EN CASO DE UTILIZARSE EN ALGUNA OCASION, SENALAR INDICACION Y RESULTADOS

INDICACION RESULTADOS

OPTIMO BUENO REGULAR MALO

LUPUS ERITEMATOSO DISCOIDE.....................
SINDROME BEHCET......ccocveiieieeeieeeee e,
ENFERMEDAD INJERTO CONTRA HUESPED..
PRURIGO NODULAR HE HYDE........ccccccocueunc.e.
PRURIGO ACTINICO.......ooerererererereiereierae
PANICULITIS DE WEBER-CHRISTIAN..............
AFTAS ORALES RECIDIVANTES.......cccceeevrnnne.
ERITEMA MULTIFORME.........ccoovevireiereieienne,
PIODERMA GANGRENOSO...........cccooviviririinnne,
SIDA (ULCERAS OROFARINGEAS, AFTAS...)...
CEGUERA ...ttt

¢, Se estan ensayando otras indicaciones ?
NO [ ] A OV -1 1=

¢ Se asocia a otra medicacion ?
Corticoides [1 AnNtibioticos [1 CitOStAtICOS [T OIFOS [ vveeeeieeeieee et e e e e e e e neeeeens

¢, Se conoce el procedimiento de abastecimiento de Talidomida en Espafia ?
NO (0 Sl [

¢, Se tiene dificultad para obtener el producto ?
NO 0 Sl [

OBSERVACIONES:

RESPONDIO A LA ENCUESTA DR. ...oooviiiieieieieeie s
FIRMA
FECHA

Tabla 5 : encuesta hospitalaria de uso de la Talidomida
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7.3 RESULTADOS DE LA ENCUESTA

Los resultados de las encuestas hospitalarias sobre el uso de la Talidomida, estan recogidos en la
tabla 6 y se corresponden aproximadamente con un tercio de los centros a los que se les envié la

documentacion.

Las principales indicaciones descritas para nuestro principio activo se identifican con una
numeracion que va del 1 al 12 y los resultados que se clasifican en 6ptimos, buenos, regulares y malos se
abreviaron por sus iniciales, con el objeto de poder recoger todos los datos en una misma tabla y de esta

forma facilitar la lectura global de la misma.

A continuacion, se citan las indicaciones asi como los tipos de resultados sefialados en la tabla 6 con

sus respectivas claves de localizacion.

CLAVE DE ENFERMEDADES CLAVE DE RESULTADOS

LEPRA
LUPUS ERITEMATOSO
SINDROME BEHCET .
INJERTO CONTRA HUESPED o OPTIMO
PRURIGO NODULAR

PRURIGO ACTINICO B BUENO
PANICULITIS DE WEBER-CHRISTIAN

AFTAS ORALES RECIDIVANTES

ERITEMA MULTIFORME

PIODERMA GANGRENOSO.

SIDA (ULCERAS OROFARINGEAS, AFTAS...)...
CEGUERA

R REGULAR

©OO~NOOUAWN P

M MALO

PR e
N o
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MED.ASOC.

AMBULATORIO OVIEDO

CABUENES GIJON

ATOPIA

CALATAYUD ZARAGOZA

|

CORTICOIDES

CARLOS HAYA MALAGA

CORTICOIDES

CONSORCIO MATARO

CRISTAL - PINOR ORENSE

CITOSTATICOS

CRUZ ROJA BARCELONA

CRUZ ROJA MADRID

|
|

O|0|0O|w

DEL AIRE MADRID

SARCOIDOSIS

DOCE DE OCTUBRE MADRID

CORTICOIDES

DR FLEMING SEVILLA

GARCIA NOBLEJAS MADRID

w|O|O| |0|O0
O|x|
O|0|=™

w

0 |®@| 0

GENERAL YAGUE BURGOS

GIL CASARES SANTIAGO

W W OO0

us]

W w00

CORTICOIDES

GOMEZ ULLA MADRID

GRAL ALBACETE

O|m|w

CORT., ANTIBIO.

GRAN VIA CASTELLON

O|O

HELLIN ALBACETE

ANTIBIOTICOS

INSALUD JURIA VALENCIA

T|O|m|O

LA ALIANZA SABADELL

LAS PALMAS

ANTIB., CORTIC.

MERCED SEVILLA

ANTIBIOTICOS

MILITAR DE SEVILLA

SARCOIDOSIS

CORTICOIDES

MILITAR PALMA DE MALLORCA

CORTICOIDES

MONTE NARANCO OVIEDO

MONTEOLIENTE VALENCIA

MURCIA - VIRGEN ARRISACA

O| |0|0| |0O|o
w

MUTUA TERRASA

O|m|w|w

CORT., ANTIHIS.

N2 S2 DE LA ANTIGUA ALAVA

|| o

(@) O|m|xm|lmO|O

N2 S2 DE SONSOLES AVILA

CORTICOIDES

NAVAL DE CADIZ

PARC TAULI SABADELL

ANTIRETOVIR

POLICLINICA SAN JOSE ALAVA

PENFIGOIDE

CORT., ANTIBIO.

PRIMERO DE OCTUBRE MADRID

pulfvs}

CORTICOIDES

PROVINCIAL ALMERIA

CORTICOIDES

PUERTA DE HIERRO MADRID

LIQUEN PLANO

CORT.ANT.CIT.

PUNTA EUROPA CADIZ

VASCULITIS

QUINTANA MADRID

w
W(O|m
o

REINA SOFiA CORDOBA

RIO CARRION PALENCIA

o
W|W0|W|20|O|W|W| @ Do

ug]

CORTICOIDES

SANATORIO VALLES MADRID

INFIL.LINFOC.

CORTICOIDES

SANT PAU BARCELONA

O| |0O|0| |0|0|0|0|0o| |o
w

w
(o8]

W|@WO|0|0|0|0

CORTICOIDES

SEVERO OCHOA MADRID

CORTICOIDES

TXAGORRITXU ALAVA

O|0|0

O|O|m

CORTICOIDES

UNIVERSITARIO CANARIO

ACTINODE

UNIVERSITARIO GETAFE MADRID

UNIVERSITARIO GUADALAJARA

O|m|w
oe]lvs)

O|m

UTICARIA IDIOP

VALLE HEBRON BARCELONA

O|O|m|m|m

LIQUEN PLANO

VIRGEN DE LA SALUD TOLEDO

O O|lm|m Ol

w(O|0|0|0|0

ANTIHISTAM.
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Los resultados recibidos nos permiten realizar una valoracién cualitativa sobre la utilizacion clinica
de la Talidomida, en diversos hospitales espafioles, tanto publicos como privados, ya que no fué posible
llevar a cabo un tratamiento estadistico por desconocimiento del resto de los encuestados debido a que las
encuestas pendientes de contestacion, no se sabe si fué por no utilizar este farmaco o bien por no enviar la

encuesta cumplimentada.

Los resultados de las encuestas hospitalarias sobre el uso de la Talidomida, indican que la mayor
aplicacion y los resultados éptimos de tratamiento se obtienen en la lepra vy en las aftas orales, mientras
que para otras indicaciones como son el lupus eritematoso, el sindrome de Behcet, la enfermedad injerto
contra huésped, el prarigo nodular, el prarigo actinico, el eritema multiforme y el sida presentan una

respuesta buena al tratamiento con nuestro farmaco.

En la gréafica de la encuesta, se representa en un diagrama de barras la totalidad de los resultados
optimos y buenos con el empleo de la Talidomida en funcion del nimero de hospitales que enviaron
respuestas. En el eje de ordenadas, se muestran las enfermedades enumeradas segun la clave de
enfermedades y en el eje de abcisas, el nimero de centros sanitarios que utilizan Talidomida en cada
enfermedad. Las barras en verde muestran un mayor uso de la Talidomida (entre el 45 %y el 60 % de los
centros sanitarios), en amarillo un uso medio (entre el 20 % vy el 35 %) y en blanco un menor uso (10 % o

menos).

50

45 |
40 |

35
30

30 N 26
24
25 22 —

20 17 18

n° Hospitales
|

15 1 11

10
5 5 5

j N Hnnll-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ENFERMEDAD

grafica de la encuesta
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En base a los datos recibidos de los hospitales encuestados, se puede sefialar que actualmente en
Espafia, se utiliza la Talidomida con resultados Optimos y buenos en las siguientes indicaciones
farmacoldgicas que ordenadas de mayor a menor son las aftas orales, la lepra, el prarigo nodular, el

lupus eritematoso, el SIDA, el sindrome de Behcet y la enfermedad injerto contra huésped.

Los resultados regulares del tratamiento con Talidomida fueron para la enfermedad de Weber-

Christian y el pioderma gangrenoso, segun los datos obtenidos de las encuestas hospitalarias .

No se obtuvo ninguna contestacion de mal resultado con el tratamiento de nuestro fairmaco; pero
desconocemos si es debido a una erronea formulacion de la pregunta por nuestra parte o bien porque en
caso de mal resultado, el centro sanitario prefiere interrumpir la medicacion con Talidomida y por tanto

no contesta a nuestra encuesta.

Ademas, segun la informacion recibida de los centros sanitarios podemos sefialar que las principales
indicaciones de uso de la Talidomida en Espafia son la lepra, el lupus eritematoso, el prurigo nodular y
las aftas orales ya que asi lo corroboran mas de la mitad de los hospitales que respondieron, segun se

representa en la gréfica de la encuesta.

Con los datos obtenidos de los centros encuestados, hemos podido dibujar un mapa territorial

sefialando las provincias donde més se emplea Talidomida, destacando las CC.AA. de Madrid y Catalufia.

il ™) =

Utilizacion Clinica de la Talidomida en Espafia
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La Talidomida es un medicamento huérfano que el Estado importa Unicamente para los tratamientos
autorizados y al no comercializarse en Espafia, no pudimos disponer de materia prima, viéndonos

obligados a sintetizarla nosotros mismos.

La sintesis quimica- farmacéutica de este principio activo se abord6 basandonos en pautas de su

patente britanica n°® 768.821 y en referencias bibliograficas de King (1949) y de Jonsson ( 1972).

La bibliografia sefiala que la sintesis de Talidomida parte del anhidrido ftalico y del L-acido
glutamico, en mezclas equimoleculares con adicion de piridina a reflujo y posterior incorporacion del
anhidrido acético, obteniéndose asi el anhidrido 2 ftalimido glutarico racémico que tras la adicion de

carbonato amonico reacciona dando Talidomida racémica.

81 SINTESISDE LA MOLECULA DE TALIDOMIDA

10 Destilamos aproximadamente 3,5 litros de piridina, para de esta forma obtener unos 2,6 litros que

necesitamos para sintetizar 1000 gramos de Talidomida.

20 Adicionamos al matraz la cantidad de 1000 gramos de anhidrido ftalico y de 1000 gramos de
acido glutdmico, junto con los 2,6 litros de piridina anteriormente obtenida en el proceso de

destilacion.
30 Una vez iniciado el proceso de destilacion se mantiene refluyendo aproximadamente 3 horas.

4° Recogemos el destilado sobre potasa, tal y como esta descrito en la purificacion de la piridina.
Hay que utilizar piridina porque el medio ha de ser ligeramente alcalino para asegurar la
ciclacién. En principio también nos podria servir la dimetilformamida; ya que, proporciona medio
alcalino; pero resulta de dificil eliminacion y por otra parte, el dioxano no se ha probado mientras
gue con la piridina, se favorece que el grupo amino del &cido glutamico esté libre y asi de esta
forma, se pueda dar el ataque nucletfilo con apertura de anillo. La reaccidén con la piridina

transcurre en caliente para que el medio sea lo mas anhidro posible.

50 Terminado el proceso de destilacidn, se observa que el semiproducto formado es de color amarillo
anaranjado y de aspecto ligeramente espeso. Se procede a su filtracion en filtros de pliegues para

separar cualquier resto solido .
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El semiproducto, una vez filtrado, lo hacemos pasar por un rotavapor para separar a vacio la
piridina que es el disolvente de la reaccion. El rotavapor que utilizamos trabaja a una presion de
100 mb y lleva un bafio de agua cuya temperatura es aproximadamente de 70° C y presion de 18
mm Hz. El anhidrido 2 ftalimido glutarico obtenido tiene aspecto de aceite semisdlido y es

analizado por RMN-H" para determinar en que forma se encuentra ( grafico 15).

Se reparte el anhidrido 2 ftalimido glutarico en matraces, que se calientan en bafio de agua a una
temperatura aproximada de 80°C y se afiade a cada matraz 350 ml de anhidrido acético. Se

observa un cambio fisico en el semiproducto ya que pasa de estado sélido a liquido.

Se calientan los matraces en una manta calefactora, a una temperatura de 136° C , que es la
temperatura de reflujo del anhidrido acético y asi aseguramos la ciclacion del acido inicialmente
formado. Se conecta a columna de reflujo para que no se pierda el disolvente, ya que al calentarse
y evaporarse se condensa de nuevo y vuelve a caer el producto al matraz. El disolvente circula por
dentro de las bolas en la columna de reflujo y se enfria por la corriente exterior de agua. El
tiempo aproximado de calentamiento en la manta es de 40 minutos y para que se de la reaccién de

formacion del anhidrido 2 ftalimido glutarico es de 15 minutos.

Una vez calentado los matraces en la manta calefactora se dejan enfriar a temperatura ambiente

durante 24 horas, asi se puede formar un precipitado de color amarillo.

Transcurrido ese tiempo, se ha formado un precipitado amarillento y un sobrenadante de
anhidrido acético que se decanta. En el matraz que contiene el precipitado del anhidrido 2
ftalimido glutarico, se aflade éter ya que el anhidrido es insoluble es este disolvente y esto sirve

para disgregar el precipitado en un polvo mas fino.

Filtracion en sistema Buchner eliminando el liquido de filtracion; pues como se analiza en el

grafico 16 no contiene al anhidrido 2 ftalimido glutérico y , por tanto, lo podemos rechazar.

Se lava varias veces con éter y se extiende el semiproducto en bandejas para facilitar el secado

manteniéndolo en un desecante durante 4 dias.

Una vez seco el anhidrido 2 ftalimido glutarico, se lleva a mortero la cantidad de 10 gramos de
este semiproducto junto con 1,9 gramos de carbonato aménico, pulverizando bien y siguiendo el

procedimiento descrito por Jonsson ( 1972).

Una vez obtenida una mezcla homogénea se pasa a matraz y llevamos a un agitador durante 30

minutos para asegurar la mezcla.



15°

16°

17°

18°

19°

20°

21°

22°

23°

Métodos quimico-farmacéuticos de sintesis de la molécula de Talidomida 143

Transcurrido este tiempo, se lleva el matraz a una mufla a temperatura de 250° C durante 15
minutos. Durante este tiempo la mezcla cambia de estado sélido a liquido y de color blanco a un

color caramelo desprendiendo gases de amoniaco y de anhidrido carbdnico.

Al cabo de ese tiempo, se retira el matraz de la mufla y se deja enfriar aproximadamente unos 30

minutos hasta que se da la cristalizacion.

Una vez formados los cristales procedemos a su recristalizacién, en placa caliente y con la
adicion de 75 ml de &cido acético glacial disolvemos totalmente el producto formado que ya es

Talidomida.

Pasamos el producto disuelto en acido acético glacial al matraz que se conecta a un refrigerante
de reflujo, para que de esta forma la disolucion sea completa y no se pierda disolvente; ya que
circula por el interior de las bolas del refrigerante, y entra en contacto con las paredes frias por
donde circula el agua, se condensa y vuelve a caer al matraz. La temperatura de la placa eléctrica
del refrigerante es aproximadamente de 300° C, ya que es la temperatura de ebullicién del acido

acético glacial y el motor rotatorio se conecta en el nivel 7.

Una vez conectado todo el sistema refrigerante y puesto en marcha se observa que se empieza a
formar un precipitado de color blanco lechoso hasta que se alcanza la completa disolucién
adquiriendo un color marron claro semitransparente.

Se filtra la disolucidn por filtro de pliegues.

Una vez filtrada la disolucion se lleva a matraz con reposo durante 24 horas.

Transcurrido este tiempo se observa que se ha formado un precipitado de color blanco lechoso y
procedemos a su filtracion en sistema Buchner. Al filtrado se le hace un andlisis espectroscopico
de RMN-H" para ver si hay restos de Talidomida o del anhidrido 2 ftalimido glutarico y como no

hay restos podemos rechazar el filtrado ( gréafico 17).

El producto final obtenido tras la filtracion es Talidomida que se deja secar.

La sintesis quimico-farmacéutica de la molécula de Talidomida, segin nuestro método de escala de

laboratorio esta esquematizada en el gréfico 13 y nos permite obtener lotes de 5 g de producto.
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Gréfico 13: Proceso de sintesis quimica- farmacéutica para la molécula de Talidomida
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82 CARACTERIZACION DEL PRODUCTO FINAL ( TALIDOMIDA )

Se determina el aspecto fisico, la estructura por RX y la morfologia de la Talidomia sintetizada, por

medio de microscopia electronica de barrido.
ASPECTO FISICO:.

Las muestras de Talidomida materia prima sintetizadas por nosotros presentan aspecto pulverulento,

de color blanco e inodoro.
RX:
Se recurre a esta técnica para determinar la estructura de la Talidomida materia prima. En la

gréfica 14 se representa el difractograma de nuestro principio activo observandose una estructura

cristalina con méaximos de intensidad caracteristicos.

1000

900 +

800 +

700 +

600 +

500 +

400 -

intensidad (cuentas)

300 +

200 +

5.000 9.500 14.000 18.500 23.000 27.500 32.000 36.500
(26)

gréfico 14: Difractograma de la Talidomida materia prima ( azul )
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO:

La morfologia de la Talidomida materia prima se muestra en la microfotografia 2, obtenida en
microscopio electronico de barrido Jeol® JSM 6.400 observandose a 350 aumentos particulas de distinto

tamario con superficie rugosa.

microfotografia 2 : morfologia de la Talidomida materia prima ( x 350 aumentos )
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83 IDENTIFICACION DEL PRODUCTO INTERMEDIO Y FINAL

La identificacion de los productos intermedio y final de sintesis de la molécula de Talidomida, se
lleva a cabo mediante espectroscopia RMN-H ™ a 300 mHz y con DMS como disolvente deuterado, que

aparece a 2,5 ppm.

Los analisis espectroscdpicos del producto intermedio, del filtrado de separacion del producto
intermedio, del filtrado de separacién del producto final y del producto final se representan en los gréaficos

15, 16, 17 y 18, respectivamente.

PRODUCTO INTERMEDIO:

El producto intermedio de sintesis de la molécula de Talidomida, es el anhidrido 2 ftalimido glutarico
que analizado por espectroscopia RMN-H" no presenta impurezas y ademas se encuentra protonado. El

espectro RMN se representa en el gréfico 15.
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Gréfico 15: Espectro RMN — H* del anhidrido 2 f talimido glutarico
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FILTRADO DE SEPARACION DEL PRODUCTO INTERMEDIO:

El filtrado analizado por espectroscopia RMN-H * nos permite comprobar que la filtracion es
eficiente y es capaz de separar el anhidrido 2 ftalimido glutarico, por lo que se puede rechazar el filtrado

ya que, no contiene producto intermedio, representandose su espectro en el gréafico 16.

Anhidrido 2 ftalimido glutarico

-

filtrado
__Jn / ‘u’ "
— '..\_J\.-L..A_A_A__,_A T CTITNSJ| SY BNTTTIES PRI | W l_‘
LN B I e B e LI L I e I B e | LN B B B B S B ey e B e e
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

(ppm)

grafico 16: espectro RMN — H+ de separacion de filtrado de anhidrido 2 ftalimido glutarico
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FILTRADO DE SEPARACION DEL PRODUCTO FINAL:

El filtrado analizado por espectroscopia RMN-H* nos permite comprobar que la filtracion es
eficiente y es capaz de separar la Talidomida, por lo que se puede rechazar el filtrado ya que, no contiene
Talidomida representandose su espectro en el grafico 17.

Talidomida

filtrado

|
) J J.,_Ju__,._,____d_Lq,_,/xMU\*ﬁuh_ﬁi

RN R N N N R N RN EEEEREEE TTTTITT T I T T T I T T T T 77T TTT T T T TT T T ToT TTTTTTTT]

12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
(ppm)

grafico 17: espectro RMN — H+ de separacion de filtrado de Talidomida

PRODUCTO FINAL:

Se analizan muestras de todas las sintesis de producto, mediante espectroscopia RMN-H* para

poder asi determinar si se ha obtenido como producto final Talidomida y si ésta es pura.

Los analisis espectroscopicos nos indican que en todas las sintesis llevadas a cabo para la obtencion
de Talidomida, se obtuvo un producto en estado puro ya que, no hay otros productos que aparezcan salvo
una pequefiisima cantidad de &cido acético que se elimina del producto por volatizacién. El espectro de
RMN se representa en el gréafico 18.
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84 RIQUEZA DEL PRODUCTO FINAL

La Talidomida sintetizada presenta una muy pequefia cantidad de &cido acético que se calcula a
partir del analisis espectroscopico de RMN-H" siendo este valor de 2,67% .

85 RENDIMIENTO DE OBTENCION DE PRODUCTOS INTERMEDIOS
Y FINAL DE LA SINTESIS DE LA MOLECULA DE TALIDOMIDA

Para el célculo del rendimiento practico de obtencidn del producto intermedio o anhidrido 2
ftalimido glutarico, consideramos la relacion estequiométrica de sintesis siguiente:

anhidrido ftalico + L ac. Glutdmico =  anhidrido 2 ftalimido glutarico

En funcion de esta relacion, los 1,175 Kg. de anhidrido 2 ftalimido glutarico obtenidos
experimentalmente en el proceso de sintesis de la molécula de Talidomida, suponen un 67% de
rendimiento préctico, valor que es inferior al encontrado en bibliografia (74% ; King, 1949 ) para esta

misma sintesis quimico-farmacéutica de nuestro principio activo.

Por otro lado, para el calculo del rendimiento practico de obtencion del producto final o
Talidomida consideramos la relacion estequiométrica de sintesis siguiente:

anhidrido 2 talimido glutarico = Talidomida

En funcion de esta relacion, los 279,19 gramos obtenidos experimentalmente representan un 23,84 %6
de rendimiento.
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86 CONSERVACION DEL PRODUCTO FINAL

La conservacion de la Talidomida materia prima es en botes opacos, cerrados herméticamente y
mantenidos en condiciones normales de almacenamiento, a 25°C de temperatura y 60% de humedad

relativa.

8.7 ANALISIS DEL PRODUCTO FINAL

Cada muestra de sintesis de Talidomida fue identificada mediante espectroscopia de RMN-H * con el

objeto de asegurarnos que en cada proceso de sintesis, se obtenia unicamente nuestra molécula.

88 COSTE SINTESIS TALIDOMIDA

Para la sintesis farmacéutica de 279,19 gramos de Talidomida que pensamos requerir en esta

memoria, se utilizaron los siguientes reactivos en las cantidades que se indican a continuacion:

Cantidad Coste Coste total

Empleada
Anhidrido ftéalico 1 kg 2.190 pts/kg 2.190 pts
L ac glutamico 1 kg 9.420 pts/kg 9.420 pts
Piridina 3,5 litros 7.505 pts/ litro 26.267 pts
Anhidrido acético 1,4 litros 2.512 pts/litro 3.516 pts
Carbonato amonico 223,259 9.180 pts/ kg 2.049 pts
Ac acético glacial 8.812 ,5ml 2.387 pts/litro 21.034 pts

Teniendo en cuenta que el coste de los reactivos para la sintesis quimico-farmacéutica de 279,19
gramos de Talidomida fue de 64.476 pts, calculamos que el coste por gramo de nuestro principio en
el afio 1998 es de 222,33 pts.
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METODOS ANALITICOS







Métodos analiticos 157

9.1 SOLUCION PATRON DE TALIDOMIDA

Se pesa la cantidad de 50 mg de Talidomida materia prima y se disuelven en un volumen de 200 ml
de DMSO, de forma que la solucion presente una concentracion de principio activo de 50 gg/ml y un valor
de pH de 6,58. A partir de esta solucién patrén se realizaran las diluciones necesarias para los distintos

ensayos.

9.2 SOLUBILIDAD DE LA TALIDOMIDA EN SOLUCION PATRON

La solubilidad, en magnitud, de la Talidomida se determina por el método de agitacion . Las
muestras permanecen en un bafio de agitacion que estd a 25° C y 60 % de humedad, evitando de esta

forma la posible evaporacion del disolvente y durante un periodo de tiempo de 24 horas.

Se preparan las siguientes soluciones tampon, de valores de pHs 2,4; 3,4; 4,4; 5,4; 6,4; 7,4y 8,4;

que estan descritas en el apartado de reactivos, presentando todas ellas igual tono osmotico.

Una vez comprobadado el valor del pH de todas las muestras, tras la adicion de Talidomida, se

introducen en bafio de agitacion durante 24 horas.

Se filtra a través de un filtro de 45 & y se procede a su analisis.
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9.3 CONDICIONES PREVIAS AL ENSAYO DE ESTABILIDAD

Se preparan soluciones patrén de Talidomida, segun el método analitico descrito anteriormente. Las
muestras se mantienen a 25° C y 60 % de humedad durante distintos intervalos de tiempo y se lleva a

cabo un barrido espectrofotométrico entre las A de 200 a 400 nm, alas 0, 1y 2 horas.
Todas las muestras tuvieron una concentracion inicial de principio activo de 70 xg/ml; para lo cual,

se tomaron 2,8 ml de la solucién patron preparada segun el método analitico y se llevaron a un volumen

de 10 ml con agua destilada.

94 ESTABILIDAD DE LA TALIDOMIDA MATERIA PRIMA

Se somete a muestras que contienen Talidomida materia prima, a un periodo de tiempo de 6 meses a

las siguientes condiciones:

MUESTRA | TEMPERATURA | HUMEDAD DESECADOR VIAL
1 25°C 60 % Abierto
2 40°C 75 % Abierto
3 50°C Cerrado*

(*) Esta muestra se utilizara unicamente en los ensayos de higroscopicidad.

Posteriormente, se analizan las muestras por espectrofotometria, tomando la cantidad de 50 mg de
muestra y llevando a volumen de 100 ml con DMSO. De esta solucion se toma 1,6 ml y se lleva a volumen
de 10 ml con citrato buffer pH 5 ( 0,375 M), de forma que la concentracion final de principio activo es de
80 wg/mly se lee a la longitud de 299 nm, utilizando como blanco la solucion de citrato buffer pH 5 (0,375
M).

9.5 ESTABILIDAD DE LA TALIDOMIDA EN SOLUCION PATRON

Se somete a muestras de solucion patron de Talidomida preparada segin el método analitico a
condiciones de almacenamiento de 25° Cy 60 % humedad, durante un periodo de tiempo de 15 diasy a
condiciones aceleradas de estabilidad ( 40° C y 75 % humedad ) durante 24 y 48 horas. Posteriormente, se
alcaliniza una solucion patron hasta valor de pH 11,6 con hidréxido sédico 0,2 M y se le somete a
condiciones aceleradas de estabilidad ( 40° Cy 75 % humedad ) durante 24 y 48 horas. Las muestras son

analizadas por sus respectivos métodos analiticos.
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9.6 METODOS ANALITICOS DE LA TALIDOMIDA

Los métodos analiticos utilizados para la cuantificacion de la Talidomida son la cromatografia de

liquidos de alta resolucion (HPLC) y la técnica espectrofotométrica.

Debido a que nuestro principio activo no se encuentra descrito en las farmacopeas de uso habitual,

sera necesario validar las dos técnicas analiticas mencionadas.

961 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION ( HPLC )

Se pone a punto la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucién, para el anélisis

cuantitativo de la Talidomida como materia primay como producto terminado.

Puesta a punto del método HPLC:

Tomando como modelo los trabajos de Eriksson (1992) y Lyon (1995), se ha seleccionado una fase
mévil que contenia mezcla de agua y acetonitrilo. Debido a la naturaleza de nuestro principio activo, a
medida que aumenta la proporcion de acetonitrilo en la mezcla de solventes, se produce un descenso en el
tiempo de retencidn para nuestro principio activo; de forma que la relacién existente entre la polaridad de

la fase mavil y el tiempo de retencion se refleja en la gréfica 19.

TIEMPOS DE RETENCION EN FUNCION DE
LA POLARIDAD DE LA FASE MOVIL

14,52
»

TIEMPO DE RETENCION (min)
[e0]
*

20 35 50 65 75 80
% AGUA

graficol9: Retencidn para la Talidomida en andlisis por HPLC con distintas fases moviles
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De este estudio se seleccionan como fase moévil, la mezcla agua : AcN ( 65:35) con flujo 1 ml/minuto,
como la méas adecuada para nuestros ensayos. La longitud de onda de anélisis fue seleccionada a 299 nm,

por presentar un maximo caracteristico en el barrido espectrofotométrico.

Esta longitud de onda nos permite la obtencién de un rango de concentracion entre 100-20 g/ml de

principio activo, cuando trabajamos con sensibilidad 0,5 y atenuacién de 8 para un loop de 100 .

La longitud de onda seleccionada por nosotros fue de 299 nm; mientras que otros autores como Lyon
(1995) y Eriksson (1992) presentan una A de 214 nm y 220 nm respectivamente; Krenn(1992) de 230 nm
y Czejka (1987) trabaja a una A de 254 nm y de 290 nm. Para nuestros estudios de estabilidad intentamos
determinar la disminucién del principio activo, sin la posible interferencia de distintos excipientes, que

pudieran aparecer a longitudes de onda mas bajas, por ello se selecciond la A de 299 nm.

En base a estos estudios se determinaron las siguientes condiciones cromatogréficas para el andlisis

de nuestro principio activo:

columna: C 18 SPHERISORB ODS-2 5u 20 x 0,46 cm
fase movil: agua : AcN (1 65:35) (vIv)

flujo: 1 ml/ minuto

volumen de inyeccion: 100 4

longitud de onda: 299 nm

sensibilidad: 0,5

atenuacion: 8

velocidad del papel: 0,25 cm/minuto

tiempo de analisis: 7 minutos
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Determinacion cualitativa de la Talidomida:

La grafica 20, representa el cromatograma caracteristico de una muestra de Talidomida, donde el

tiempo de retencion es de 4,63 minutos.

gréafico 20: cromatograma caracteristico para la Talidomida segin nuestras condiciones

Determinacion cuantitativa de la Talidomida:

Se toma de una solucion patrén de Talidomida ( preparada segin el método analitico ), distintas
alicuotas que se completan a volumen con agua destilada, realizandose varias determinaciones de cada
punto para obtener la recta de calibrado siguiente:

ABC: (- 5.860,25) + 1.461,40° C ( ug/ml)

r?: 0,9905 n:20
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9.62 ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA VISIBLE

Se pone a punto la técnica de analisis espectrofotométrico, para la cuantificacion de la Talidomida

materia prima y producto terminado.

Puesta a punto del método espectrofotométrico:

Se calculan dos curvas de calibrado, una para la Talidomida en solvente acuoso y otra para la

Talidomida en solvente citrato buffer pH 5 (0, 375 M) ( descrito en reactivos).

Para ambas curvas, se toma de una solucidn patron de Talidomida la cantidad de 2 ml y se llevan a
10 ml con agua o con solucion citrato pH 5 ( 0,375 M ) segun el tipo de curva de forma que la

concentracion de Talidomida es de 50 wg/ml.

Determinacion cualitativa de la Talidomida:

Para la determinacion del maximo de absorbancia, se realizan en ambos casos, los barridos
espectrofotométricos desde 200 a 400 nm, determinandose que, tanto en solucion acuosa como en solucién

citrato pH 5 (0,375 M), la Talidomida presenta un maximo de absorcion a la A de 299 nm ( gréficos 21y

22).
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grafico 21: Barrido espectrofotométrico de la Talidomida en solvente acuoso
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grafico 22: Barrido espectrofotométrico de la Talidomida en solucidn citrato buffer pH 5 (0,375 M)

Determinacion cuantitativa de la Talidomida:

Para la determinacién del andlisis cuantitativo de la Talidomida, tanto en solucién acuosa como en

solucion citrato pH 5 ( 0,375 M ), se miden las absorbancias de varias muestras de distintas

concentraciones de principio activo, preparadas a partir de la solucién patrén y empleando, segun el

caso, el disolvente acuoso o bien el solvente citrato pH 5 ( 0,375 M ). Se comprueba que existe una

relacion directa entre las concentraciones y las absorbancias obteniéndose las siguientes rectas de

calibrado:

solucién acuosa:

U.A.: 0,01766 + 7,8693 x 107> C ( wg/ml)
r’: 0,9985 n:27

solucion citrato pH 5 (0,375 M ):
U.A.:0,0160 + 8,79x 102 C ( ug/ml)
r’: 0,9902 n: 27
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VALIDACION DE METODOS ANALITICOS DE LA TALIDOMIDA: HPLC Y
ESPECTROFOTOTOMETRIA

Al no estar descrita la Talidomida en las farmacopeas habituales ( Ph Eur, BP y USP ), los distintos
métodos analiticos empleados en el analisis de este principio activo han de ser sometidos a un proceso

previo de validacion analitica.

Segun las Normas de Buena Fabricacion y Control de Calidad de Productos Farmacéuticos, la
validacion se debe aplicar no sélo a los procesos de fabricacion, sino también a los métodos de anélisis y

control.

En la Orden del 19 de abril de 1985 ( B.O.E. N° 103 del 30 de abril ) por la que, se introducen las
Normas de Correcta Fabricacion y Control de Calidad de los Medicamentos, se define la validacién como
“ la obtencién de pruebas, convenientemente documentadas, demostrativas de que un método de
fabricacion o control es lo suficientemente fiable como para producir el resultado previsto dentro de
intervalos definidos*, o lo que es lo mismo ““ es la obtencidn de pruebas de que cualquier procedimiento,

proceso, equipo, material, actividad o sistema, produce en realidad el resultado previsto*.

Gracias a la validacién, se consigue un alto grado de confianza y seguridad en el método analitico y
en la calidad de los resultados, asi como permite un conocimiento profundo de sus caracteristicas de
funcionamiento; ademés, se obtiene una disminucion del nimero de fallos y repeticiones, con el

consiguiente ahorro de los costes asociados.

A continuacion, se muestran los resultados del estudio de validacién del método HPLC vy

espectrofotométrico para la Talidomida, como materia prima y como producto terminado:

En el estudio de validacién se determina:

1° selectividad y especificidad
2° linealidad

3° precision

40 exactitud

1° Selectividad vy especificidad:

Se dice que un método analitico es ““selectivo™ cuando es capaz de determinar cualitativamente el

analito sin interferencia de ningin otro compuesto.
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El método de HPLC, se muestra como selectivo y especifico, comprobandose que no existe ninguna

sustancia que interfiera en el analisis de las distintas formulaciones de nuestro analito ( dispersiones

solidas y formulaciones liquidas ) mientras que, el método espectrofotométrico parece ser selectivo en

estudios de estabilidad. Como pueden aparecer nuevos productos de degradacion, sin que presenten una
absorbabilidad a la longitud de onda a la que se analiza espectrofotométricamente, pensamos que es

preferible realizar los estudios de estabilidad con el método de HPLC.

La selectividad espectrofotométrica se observa frente a las dispersiones sélidas, donde se comprueba
que, a la longitud de onda del analisis, no existe interferencia ni con la ovoalbimina, ni con la HPBCD, ni
con la crospovidona, en el medio de disolucion buffer y a la longitud de onda de maxima absorcion para

nuestro principio activo.

En el grafico 22 se muestra un barrido espectrofotométrico de la Talidomida en solucion citrato
buffer pH 5 ( 0,375 M), que al ser comparado con los gréaficos 23, 24 y 25 siendo respectivamente de
albdmina, crospovidona e HPBCD en la misma solucion citrato, se comprueba que no existe interferencia

por parte de ninguno de estos excipientes, en el andlisis espectrofotométrico de nuestro principio activo.

ABSORBANCE
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grafico 23: Barrido espectrofotométrico de la albimina en solucion citrato buffer pH 5 (0,375 M)

También se observa una selectividad del método espectrofotométrico, frente a la Talidomida materia
prima y Talidomida en comprimidos, ya que el barrido espectrofotométrico es igual en comprimidos que
en el principio activo solo, lo que nos demuestra que a la longitud de onda del analisis ( 299 nm ) no existe
interferencia con el resto de excipientes empleados en la formulacion de nuestro principio activo; por ello,

podemos seleccionar este método de analisis espectrofotométrico para los estudios de velocidad de

disolucién.
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grafico 24: Barrido espectrofotométrico de la crospovidona en solucion citrato buffer pH 5 (0,375 M)
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grafico 25: Barrido espectrofotométrico de la HPBCD en solucién citrato buffer pH 5 ( 0,375 M)
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A continuacion se recogen en una tabla los valores de absorbabilidad para una

concentracion de 65 wg/ml para la Talidomida materia prima y para unos comprimidos de

dispersion sélida ( 1:2 ) ( Tal: alb), observandose que no existe interferencia del resto de los

excipientes para la determinacion cuantitativa de la Talidomida en ambos casos.

MUESTRAS 65 wg/ml

ABSORBANCIAS

Talidomida 0,547 0,549 0,549
Materia prima
Comprimidos

(1:2) Talidomidazalbumina | >4 0531 0o

linealidad

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

linealmente proporcionales a la concentracion de analito en la muestra, dentro de un intervalo

determinado.

Enlarecta y=a+bx, aeslaordenada en el origeny b es la pendiente. A mayor

pendiente mayor sensibilidad, considerando la sensibilidad como la respuesta del método frente a

los cambios de concentracion del analito.

En el estudio de linealidad se determina:

2.1.  varianza de la pendiente

2.2.  intervalo de confianza para la pendiente

2.3.  limite de confianza de la ordenada en el origen
2.4.  limite de deteccion

2.5.  limite de cuantificacion

2.1. La varianza de la pendiente ( Sb?) se utiliza como expresién matematica de la linealidad,

de forma que a menor varianza mejor linealidad.

La linealidad para el método HPLC presenta:

ABC: ( - 5860,25 ) + 1461,4 C ( ug/ml)
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re: 0,9905 n: 20
Syx?: 16292938,22

Sh%: 1133,028

Sh: 33,66

Sbrel (%): 2,30 %

Al estar el valor de la desviacion estandar relativa ( Sb rel %) entre 2y 5 %

podemos considerar al método HPLC con unos valores aceptables de linealidad.

El método espectrofotométrico presenta en solucién acuosa la linealidad :

U.A.: 0,01766 +7,8693 x 10 ° C ( ug/ml)

r2: 0,9985 n: 27
Syx% 1,5846361 x 107

Sb?: 8,803533889

Sh: 2,967074972 x 10 ~*

Sbrel (%):  377%

Al estar el valor de Sb rel % entre 2 y 5 %, podemos considerar al método

espectrofotométrico con unos valores aceptables de linealidad.

Intervalo de confianza para la pendiente:

Se calcula por el analisis de regresion, mediante la ecuacion b # t Sb, donde fes el
valor de la t-Student para ( n — 2) grados de libertad y una P <0,05, y Sbes la varianza

de la pendiente.

Asi tenemos que para el método de HPLC, el intervalo de confianza de la pendiente
es 1461,40 +70,7206 con el limite superior de 1532,12 y el limite inferior de 1390,68.

El método espectrofotométrico ( en solucién acuosa ) presenta un intervalo de
confianza de la pendiente de 7,8693 x 10 ~® + 6,1121 x 10™* con el limite superior de
8,48 x 1072 y el valor del limite inferior de 7,258 x 10 2.
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Limites de confianza de la ordenada en el origen:

El error sistematico del método, se calcula mediante el valor de &, interseccion con el

eje de coordenadas (ordenada en el origen ), que en el caso ideal deberia ser cero.

A continuacion, se ha calculado el limite de confianza de su ordenada en el origen,
para lo que se determiné en primer lugar la varianza de su término independiente ( Sa ?),

obteniendose para el método HPLC los valores:

Sa’: 5030644,32;  Sa: 2242,909789 y Sarel (%): (- 38,27 % )

Y para el método espectrofotométrico se obtiene:

sa’: 3,756174459 x10™* Sa:0,019380852 y Sarel (%):109,7 %

Los limites de confianza del término independiente se calculan mediante la ecuacion
a#+tSa, donde tes el valor de la t-Student para (n — 2) grados de libertad y P< 0,05, y

Saes la varianza del valor de interseccion.

Si el valor cero, se encuentra dentro de los limites de interseccion, este método no

tiene ““sesgo” y se considera proporcional.

Asi tenemos que para el método HPLC, el valor de interseccion es de ( - 5860,25) +
4712,3534 con valor del limite superior de (- 1147,90) y valor del limite inferior de (-
10572,61) y como no incluye al cero entre sus limites, podemos considerar que el método

HPLC presenta sesgo.

El método espectrofotométrico presenta un valor de interseccion de 0,017665925 +
0,039924556 con valor del limite superior de 0,0575 y valor del limite inferior de ( -

0,0222 ) y como incluye el cero, el método espectrofotométrico no presenta sesgo y por

tanto, como pasa por el origen de coordenadas, se puede considerar, en el intervalo de

concentraciones estudiado, proporcional a sus valores de absorbancia.

Limite de deteccion:

Se define como la cantidad minima de analito que se puede detectar en una muestra.

Existen distintas técnicas para la determinacion del limite de deteccién tedrico, segun la
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ecuacion propuesta ( Morellu, 1983 ) que ya ha sido empleada en otros trabajos de
experimentacion (Torrado, 1994)
n_o2 )
DL=S0o* | —— | *tp/b
n-1
Donde 7 es el nimero de muestras, Zp es el valor t de Student para n — 2 grados de
libertad y P< 0,05 ; bes la pendiente y S¢ es el cuadrado de la varianza que caracteriza

la dispersidn de las muestras con respecto a la linea de regresion.
Asi para HPLC, el limite de deteccion es: 22798, 93.

Debido a que la recta de HPLC presenta sesgo, calcularemos el limite de deteccion a
partir de los resultados de &rea, lo que nos permitira conocer la menor cantidad de

principio activo que somos capaces de detectar por nuestro método. Este limite de

deteccion se corresponde con un valor de concentracion de 19,61 wg/ml.

Limite de cuantificacion:

Se define como la minima cantidad de analito que se puede cuantificar en una
muestra con aceptable precision y exactitud. El calculo del limite de cuantificacién lo
realizamos mediante el analisis de tres concentraciones diferentes dentro de la recta de
calibrado. Las concentraciones estudiadas fueron 60, 62 y 65 wg/ml. Los resultados
obtenidos, nos permiten considerar que existe una diferencia entre 60 y 65 xg/ml, capaz de
ser detectada en nuestra recta de calibrado, permitiéndonos considerar que variaciones de

concentracion de 5 xg/ml si que podran ser cuantificadas por el método HPLC.

El calculo del limite de cuantificacion experimental para espectrofotometria lo
realizamos mediante el andlisis de tres concentraciones distintas dentro del rango de
calibracion, que fueron 60, 62 y 65 wg/ml. Los resultados obtenidos nos permiten
considerar que existe una diferencia entre 60 y 65 wxg/ml, capaz de ser detectada en

nuestra recta de calibrado, permitiendo que variaciones de concentraciones de 4 wg/ml

puedan ser cuantificadas de forma experimental por este método.
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3° Precision:

La precision expresa el grado de acercamiento ( grado de dispersion ) entre resultados
individuales cuando el método se aplica repetidamente a maltiples muestras, dando idea de los
errores aleatorios.

La precision se va a calcular a partir de los estudios de repetibilidad y reproducibilidad.

La repetibilidad es la medida de la variacion observada en el método por el mismo analista
en un dia de trabajo. Se determina analizando un ndmero significativo de muestras de un lote
homogéneo, por medio del coeficiente de variacion (C.V.) y a partir de tres concentraciones
distintas, de forma que valores de coeficiente de variacion menores del 5 % seran considerados
como aceptables ( Torrado, 1996 ) .

La repetibilidad del método, tanto para técnica de HPLC como para técnica
espectrofotométrica, fue determinada mediante el andlisis de 6 alicuotas de 3 muestras de
concentraciones de principio activo de 45 pg/ml para la muestra que contenia el 75 % ; 60 wg/ml
para la muestra que contenia el 100 %, y 75 pg/ml para la muestra que contenia el 125 % . Los
valores obtenidos y sus coeficientes de variacion se recogen en la tabla 7.

Tabla 7: Repetibilidad para HPLC y espectrofotometria
MUESTRA REPETIBILIDAD ( HPLC) REPETIBILIDAD ( ESPECTROFOTOMETRIA)
75 % 100 % 125 % 75 % 100 % 125 %

1 74,04 100,8 129,35 72,86 101,3 127,95

2 71,85 91,10 130,75 74,85 100,17 129,3

3 71,92 94,51 128,62 69,7 93,37 126,47

4 70,91 98,5 126,04 67,73 94,5 128,43

5 68,77 99,48 127,18 70,25 99,61 129,01

6 69,5 95,55 126,81 71,3 98,47 125,03
Media +SD | 71,16 +1,89 | 96,65 #3,61 | 128,1+1,76 | 71,11+2,49 | 97,9 #3,22 127,69 #1,65

Ccv 2,65 3,73 1,37 3,51 3,29 1,29
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Al presentar los valores de CV para HPLC como maximo de 3,73 y para la técnica
espectrofotométrica de 3,51 , podemos afirmar que ambas técnicas tienen una buena repetibilidad.
La reproducibilidad expresa la precision del método analitico cuando es realizado en
condiciones ligeramente diferentes, en nuestro caso diferentes dias. Se determina analizando un
namero significativo de muestras tomadas de un lote homogéneo, en diferentes laboratorios, por
distintos analistas y diferentes equipos aplicando el mismo procedimiento analitico.
La reproducibilidad para HPLC y técnica espectrofotométrica, se determindé midiendo 3
muestras diferentes de principio activo de 45, 60 y 75 ng/ml, que se corresponden con el 75, 100 y
125 % durante 3 dias distintos, obteniéndose los valores que se recogen en la tabla.8.
Tabla 8: Reproducibilidad por HPLC y espectrofotometria
REPRODUCIBILIDAD
DIAS 75§EPRODUC:1I£ I;/I DAD ( HP1_2(35)0/ (ESPECTROFOTOMETRIA)
° ° ° 75 % 100 % 125 %
1 72,86 97,7 128,32 73,13 98,23 125,07
2 70,32 98,32 1254 72,21 99,13 126,14
3 68,13 96,17 127,13 70,47 96,07 127,10
Media+SD | 70,43+2,36 | 97,39+1,10 | 126,9#1,46 | 71,93+1,35 | 97,81+1,57 126,1+1,01
Cv 3,36 1,13 1,15 1,87 1,60 0,80

Al presentar el CV para HPLC como maximo 3,36 y 1,87 para técnica espectrofotométrica, podemos

considerar que ambas técnicas tienen buena reproducibilidad.

Las técnicas analiticas de HPLC y espectrofotométrica presentan valores de CV inferiores al 5 %

tanto para la reproducibilidad como para la repetibilidad, considerandose por tanto técnicas precisas.

40

Exactitud

La exactitud del método se determino realizando 3 diluciones distintas, preparadas mediante
la adicion del principio activo y la cantidad proporcional de cada excipiente empleado en nuestras
dispersiones solidas. Como excipientes se usaron albumina, crospovidona y HPBCD. Este ensayo

se realizar4 s6lo con la mayor proporcién de excipientes, considerando que, si en estas
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proporciones tenemos buenos resultados de recuperacion, parece l6gico pensar que esta

recuperacion también se producird con menores porcentajes de cada uno de estos excipientes.

La recuperaciéon en porcentaje, para técnica espectrofotométrica, se calcul6 mediante
comparacion de las absorbancias ; para técnica de HPLC se calculé mediante comparacion de las

areas obtenidas de una disolucién patron, segin la tabla 9.

Tabla 9: Porcentaje de recuperacion por espectrofotometria

TAL : CD (1:2) TAL : CROSP (1:2) TAL : ALB (1:2)
94,7 93,47 100,03
104,7 98,2 100,6
101,8 96,37 102,02

n=9 media: 99,09 £3,70; CV=3,73

Este coeficiente de variacion nos permite considerar que la técnica espectrofotométrica tiene buena

recuperacion y que por tanto ninguno de los excipientes retiene al principio activo.

Tabla 10: Porcentaje de recuperacion por HPLC

TAL: CD (1:2) TAL:ALB (1:2)
99,16 103,97
92,04 99,64
95,98 102,14

n=6 media: 95,72 +3,56; CV=3,72

Este coeficiente de variacion nos permite considerar que la técnica de HPLC tiene una buena
recuperacion y que por tanto ninguno de los excipientes retiene al principio activo. En el caso de la
crospovidona no se lleg6 a realizar estudios de exactitud, debido a que no se utilizé la técnica de HPLC en

este tipo de dispersiones sélidas.
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9.7 METODOS DE CARACTERIZACION

9.7.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO ( SEM )

El estudio de la morfologia de las distintas muestras se realiza mediante aproximacion sencilla de la
presentacion de sus imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido con microscopio modelo
Jeol® JSM 6400. Las muestras se depositan en el porta y se fijan a él en forma de una fina capa, a
continuacién se secan a vacio y se someten a un proceso de recubrimiento, con una capa de oro que

permitira su observacién por SEM.

Las muestras se introducen en el microscopio electronico de barrido y se toman fotografias a
distintos aumentos, midiéndose con una regla la longitud de las particulas fotografiadas, determinandose

asi la longitud en micras con un factor de conversion, calculado gracias a la escala existente en las fotos.

9.7.2 DIFRACCION DE RAYOS X

En un difractémetro Philips X Pert-MPD ( CAI Difraccion de Rayos X UCM, Facultad de Farmacia)
se determiné la estructura cristalina de las muestras de Talidomida, que se fijaron al porta mediante
presion y se expusieron a una radiacion de CuK o (1= 1,5418 4 ) con un intervalo de 26 desde 5 a

25°C, con una intensidad de 1000 cuentas y con un tamafio de paso de 0,04 ° (2 &) y 1 segundo por paso.

9.7.3 RMN-H'

La espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN) esta descrita en la Real Farmacopea
Espafiola (1997) y se basa en la propiedad de nucleos, como es nuestro caso de 'H, de poseer un
momento magnético nuclear permanente. Cuando éstos se sitlian en un campo magnético exterior toman

con respecto a él ciertas orientaciones bien definidas a las que corresponden niveles de energia distintos.

Un espectro de resonancia magnética proténica se presenta como un conjunto de sefiales
correspondientes a los protones y caracteristicas de su entorno nuclear y electrénico en la molécula. La
separacion entre una sefial dada y la que corresponde a un compuesto de referencia, se llama
desplazamiento quimico (&), se expresa en partes por millon ( ppm) y caracteriza al tipo de protén en
funcién del entorno nuclear y electrénico. Con frecuencia las sefiales se subdividen en grupos de picos

relacionados, llamados dobletes, tripletes... multipletes. Esta multiplicidad se debe a la presencia de
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campos magnéticos permanentes procedentes de nucleos adyacentes. La intensidad de cada sefial, medida

por la superficie bajo la sefial, es proporcional al nimero de protones equivalentes.

Equipo: un espectrémetro de resonancia magnética nuclear.

Procedimiento: disolver las muestras a examinar en un disolvente organico deuterado, que en nuestro

caso serd el dimetilsilano (DMS), que aparece a 2,5 ppm.
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98 METODOS DE FARMACOTECNIA

9.81 ENSAYO DE DISOLUCION PARA FORMAS ORALES SOLIDAS

Este ensayo se describe en la Real Farmacopea Espafiola (1997) y se utiliza para determinar la

velocidad de disolucion del principio activo en formas orales sélidas.

Se utiliza tanto el dispositivo de paletas como el de cestillo en dos aparatos de disolucion distintos,

Turu-Grau® y Van-Kel ®, siendo su constitucion la siguiente:

Equipo de paleta: formado por:

Un envase cilindrico de fondo semiesférico, de vidrio borosilicatado o de otro material transparente.
El envase esta dotado de una tapa, para evitar la evaporacion, un orificio central por el que pasa el
eje del agitador y otros orificios que permiten la introduccién de un termémetro y de los dispositivos
de toma de muestra. El volumen a utilizar en este envase es de 500 ml de medio de disolucion.

Medio de disolucion: es una solucion al 0,1N de acido clorhidrico ( medio 0 ); con 0,5 mg/ml de LSNa

(' medio 1); con 1 mg/ml de LSNa ( medio 2) y con 2 mg/ml de LSNa ( medio 3 ).

Un agitador constituido por un eje vertical, en cuya parte interior se fija una paleta, cuya forma
corresponde a una parte de un circulo delimitada por dos planos paralelos. La paleta esta insertada
en el centro del eje de tal forma que, su base coincide exactamente con el nivel del extremo del eje, el
cual se coloca de forma que no se desvie mas de 2 mm del eje del envase y que la parte inferior de la
paleta se sitle a una distancia de 25 #2 mm del fondo interior del envase. La parte superior del eje
del agitador, esta unida a un motor dotado de un regulador de velocidad que gira en nuestro caso a
100 rpm.

Un bafio de agua termostado que permite mantener la temperatura del medio de disolucion a 37°C

durante el ensayo.

Equipo de cestillo: formado por:

Un envase idéntico al descrito para el equipo de paleta.

Medio de disolucion: idéntico al descrito para el equipo de paleta.

Un agitador constituido por un eje vertical en cuya parte inferior se fija un cestillo cilindrico
constituido por dos partes; la parte superior consiste en una placa con un orificio de 2 mm soldada al
eje agitador y la parte inferior, cilindrica, constituida por una tela soldada; los hilos tienen un

diametro de 0,254 mm y la abertura de las mallas cuadradas es de 0,381 mm; la tela esta bordeada en
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cada extremo por una estrecha banda metélica. La parte inferior, que es amovible, se destina a
recibir la muestra. Mediante unas ligaduras se ajusta la parte superior del cestillo y se fija la parte
inferior al eje del envase de forma concéntrica durante el ensayo. La distancia del cestillo al fondo
interior del envase debe ser de 25 +2 mm. La parte superior del eje del agitador estd unida a un
motor dotado de un regulador de velocidad que gira en nuestro caso a 50 rpm.

- Un bafio de agua termostado que permite mantener la temperatura del medio de disolucién a 37°C

durante el ensayo.
Procedimiento: tanto para el equipo de paleta como de cestillo
Introducir en el envase el volumen del medio de disolucion calentandolo hasta 37°C +0,5. Para el
equipo en paleta, se coloca la unidad en el fondo del envase y en un cestillo para el segundo equipo.
Evitar cuidadosamente la formacion de burbujas en la superficie y poner en marcha los distintos aparatos

de disolucion a la velocidad indicada controlandose con una precision de #4% .

Toma de muestras y evaluacion:

Para ambos equipos, paleta y cestillo, se efectua la toma de muestras del medio de disolucién con
una frecuencia determinada, en una zona equidistante entre la superficie del mismo y la parte superior de
la paleta o del cestillo. Las muestras se filtran y se procede a su andlisis, expresandose en porcentaje de

contenido la cantidad de principio activo disuelto en un tiempo prescrito.

La preparacion cumple con el ensayo de disolucion cuando el contenido individual estd comprendido

entre el 85 al 115% del contenido medio.

982 ENSAYO DE DISGREGACION DE COMPRIMIDOS

Este ensayo se describe en la Real Farmacopea Espafiola (1997) y se utiliza para determinar la
mayor o menor aptitud de los comprimidos para disgregarse en medio liquido, entendiéndose por
“disgregacion” cuando no queda residuo sobre la rejilla o, si queda residuo, esta constituido solamente
por una masa blanda que no constituye un nucleo palpable y no impregnado o no permanecen sobre la

rejilla mas que fragmentos de recubrimiento o de cubierta.
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Aparato: PHARMA TEST PTZ 1°

El equipo utilizado para el ensayo de disgregacion cumple con las indicaciones descritos en la Real
Farmacopea Espafiola (1997) y lo forma un aparato constituido por un ensamblaje rigido que soporta 6
tubos cilindricos de vidrio provistos de un disco cilindrico, que estd atravesado por cinco orificios. Los
tubos se mantienen verticales mediante dos placas atravesadas cada una por seis orificios que son
equidistantes del centro de la placa. Bajo la placa inferior, se fija una tela metalica y la placa superior
lleva igualmente una varilla metélica que permite conectar esta ensambladura a un dispositivo mecanico,

destinado a asegurar un movimiento vertical.

A continuacion se coloca el aparato en un vaso de precipitados con agua hasta un volumen que
cuando el conjunto esté en la posicion més elevada, la rejilla metalica se encuentra a menos de 15 mm por
debajo de la superficie del liquido y cuando el conjunto esté en la posicion mas baja, la rejilla esta a
menos de 25 mm del fondo, manteniendo los extremos superiores de los tubos abiertos por debajo de la

superficie del agua que se mantiene a una temperatura de 37°C.

Procedimiento:

El procedimiento consiste en introducir en cada tubo un comprimido y situar el conjunto en el vaso
cilindrico que contiene el agua, de forma que se mide la disgregacién con 6 comprimidos. Poner en
funcionamiento el aparato y retirar el conjunto para examinar el estado de los comprimidos. El ensayo es

satisfactorio si todas las muestras estan disgregadas.
983 RESISTENCIA DE LOS COMPRIMIDOS A LA ROTURA

Este ensayo se describe en la Real Farmacopea Espafiola (1997) y tiene como finalidad la
determinacion de la resistencia a la rotura de los comprimidos, medida como la fuerza necesaria para
provocar su rotura por aplastamiento.
Aparato: PHARMA TEST PTB 311°

Consiste en una mordaza con dos mandibulas enfrentadas que se desplazan una hacia la otra. La

superficie de aplastamiento de las mandibulas es plana y mayor que la zona de contacto con el

comprimido.
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Procedimiento:
Se situa el comprimido entre las mandibulas y se efectia la medida de 10 comprimidos, dando el
valor medio junto con su desviacién estandar, minimo y maximo de las fuerzas medidas expresadas en
newtons.

9.84 DETERMINACION DEL PESO

Este ensayo se realiza de acuerdo con las especificaciones generales de la Real Farmacopea

Espafiola (1997) de uniformidad de masa de las preparaciones presentadas en dosis Unicas.
Aparato: METTLER AJ 100

En una balanza de precision se obtiene el peso de los comprimidos.

Procedimiento:

Previamente se calibra la balanza y a continuacién procedemos a la pesada de cada comprimido,
hasta un total de 20 comprimidos, expresando los resultados como peso medio junto con el valor de su
desviacion estandar. La masa individual, de cémo maximo 2 de los 20 comprimidos, puede desviarse de la
masa media en un porcentaje mayor de un 5% ( para comprimidos de 250 mg 0 més); pero la masa de
ninguna unidad puede desviarse en més del doble de este porcentaje.

9.85 DETERMINACIONES DE ALTURA Y DIAMETRO DE LOS COMPRIMIDOS
Las dimensiones de los comprimidos se calculan con un calibre expresando los resultados en mm.
Aparato: PIE DE REY

Es un medidor de las dimensiones de los comprimidos.

Procedimiento:

Se procede a medir la altura y el diametro de 10 comprimidos, expresando el resultado como altura media

y diametro medio junto con sus respectivas desviaciones estandares.
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99 METODOS ESTADISTICOS

Los parametros estadisticos se han realizado con el programa ““ Statgraphics Plus 3.0” a partir de
una distribucion normal; por ello la medida de la tendencia central de los resultados se presenta como la

media de varias determinaciones replicadas.

Para describir la variabilidad asociada a las determinaciones se presenta el coeficiente de variacion,
parametro mas facil de comparar, calculado a partir de la desviacién estandar con denominador “n -1”,

también denominada cuasidesviacion tipica ( Sanchez,1996).

Se ha empleado el calculo de los intervalos de confianza, con un nivel de confianza del 95%,
considerando la normalidad de los datos, para conocer el intervalo en el que se encuentra el valor medio
real de la poblacion ( Martin 1994). En aquellos casos en los que se comparan varios grupos y se
determina que la variabilidad en todos los grupos es semejante, se emplea como mejor estimador la
variabilidad conjunta de todos los grupos, calculada en el andlisis de varianza o variancia
(Doménech,1999).

A partir de la variabilidad global, encontrada en las determinaciones con homogeneidad de varianza
y del tamafio de muestra empleado, se han calculado las diferencias que se pueden detectar con los

contrastes estadisticos.

En la mayoria de los parametros calculados se ha supuesto que se cumple la distribucion normal,
debido a que no disponemos de suficientes medidas como para realizar una prueba estadistica para
comprobarlo y a que la normalidad suele asumirse siempre que no haya indicios que aconsejen lo

contrario.

Las comparaciones de los resultados medios de los distintos parametros determinados en més de dos
grupos se han realizado mediante analisis de varianza de una via, en los casos en los que Unicamente se
pretende determinar la existencia de diferencias entre grupos, y no determinar la influencia de los factores
en el resultado. Para realizar este analisis se asume que los datos son homocedasticos, es decir, se cumple

la condicion de homogeneidad de varianza y, ademas, que la distribucién es normal.

Al mismo tiempo que se realiza el andlisis de varianza, se comprueba la existencia de diferencias
entre los valores medios de cada uno de los grupos mediante los contrastes de comparaciones multiples de

las diferencias menos significativas.
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9.10 METODO DE CUANTIFICACION DE LA HUMEDAD

La determinacion de la humedad de nuestro principio activo, se puede realizar mediante la pérdida
de peso, por secado o mediante el método de Karl-Fischer. En nuestro estudio, se ha seleccionado este

ultimo método porque requiere una menor cantidad de muestra.

El ensayo se realizd en un equipo Methrom® sobre una muestra de 100 mg aproximados, pesados
exactamente, que proporciona de forma automatica el resultado de la humedad en porcentaje al introducir
el peso de la muestra analizada. Se realizaron tres determinaciones y se presentan los datos de la media

junto con su desviacién estandar.

El equipo adiciona el reactivo de Karl-Fischer, mediante un dosificador automatico al vaso que
contiene metanol segin Karl-Fischer y la muestra depositada antes de iniciar el funcionamiento del

equipo, hasta que un potenciémetro detecta que se ha consumido todo el agua que contenia la muestra.
Para poder determinar el comportamiento higroscopico de la Talidomida, se somete la cantidad

aproximada 0,5 g de principio activo a las siguientes condiciones descritas de temperatura y humedad

durante un periodo de tiempo de 6 meses.

Tabla 11: condiciones de temperatura y humedad para estudios de higroscopicidad

MUESTRA DESECANTE HUMEDAD TEMPERATURA VIAL
1 NaClO, 75 % 25°C Abierto
2 16 % 25°C Abierto
3 97 % 25°C Abierto
4 CaCl, 35% 25°C Abierto
5 50 % 25°C Abierto
6 Cl,Na 75 % 40°C Abierto
7 (NO3) 2Zn6H,0 42 % 25°C Abierto
8 Cl,Ca6H-,0 32 % 25°C abierto
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911 SOLUCIONES DE TALIDOMIDA

Para seleccionar la solucion tampo6n adecuada para la Talidomida, se llevan a cabo estudios de
estabilidad con dos soluciones tampdn de valor de pH 5; dos soluciones tampon de valor de pH 6,5; una

solucion tampon de pH 7,4 y otra solucion tampén de pH 8,4 .

Las soluciones tampon que se emplean para este estudio estan recogidas en el capitulo de reactivos y

material y son:

- solucion tampdn ftalato 4cido potasico pH 5,4

- solucion tampdn fosfato potasico monobasico pH 6,4

- solucién tampdn citrato pH5 (0,75M)
- solucién tampdn citrato pH5 (0,375M)
- solucioén tampon citrofosfato pH 6,5

- solucién tampdn fosfato pH 7,4 (0,2M)

- solucién tampdn &cido borico pH 8,4 (0,2M)

Las muestras parten de 2 ml de una solucién patrén de Talidomida, preparada segun el método
analitico, ajustando a volumen de 10 ml con cada una de las anteriores soluciones tampén, de forma que
la concentracién inicial de principio activo es de 50 wg/ml. Una vez preparadas las muestras, se
conservan en condiciones de 25° C de temperatura y 60 % de humedad y en condiciones aceleradas de

temperatura 40° C y humedad del 75 % hasta su analisis.

9.12 MEZCLAS FISICAS

Se preparan con el objeto de observar las diferencias estructurales y morfoldgicas existentes entre
los complejos de inclusion de Talidomida con HPBCD frente a la respectiva mezcla fisica, asi como las
diferencias entre las dispersiones solidas de Talidomida con ovoalbumina y crospovidona frente a las

correspondientes mezclas fisicas.

La muestras de Talidomida se preparan a partir de 80 mg de principio activo, seguidos de agitacién
vigorosa durante 5 minutos. Las muestras de la mezcla fisica (Talidomida: vehiculo) en relaciones (p/p)
1:1y 1:2 siendo los vehiculos la HPBCD, albimina y crospovidona, se preparan a partir de 80 mg de
Talidomida y 80 mg de vehiculo para la relacion 1:1, y a partir de 80 mg de Talidomida y 160 mg de

vehiculo para la relacion 1:2, seguidos de agitacién vigorosa durante 5 minutos.
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913 TALIDOMIDA RECRISTALIZADA

La Talidomida recristalizada se obtiene por proceso de liofilizacion y se realiza con el fin de
observar la influencia del método en la obtencién de complejos de inclusion con ciclodextrinas, asi como
de dispersiones sélidas con albimina y crospovidona, pudiéndose analizar la morfologia, estructura fisica

y velocidad de disolucidn del principio activo tras el proceso de recristalizacion.

Para llevar a cabo el proceso de liofilizacion, preparamos las muestras de nuestro principio activo,
de forma que se pesa la cantidad de 80 mg de Talidomida y se disuelven en 24 ml de DMSO, llevando a

volumen de 180 ml con solucion citrato de pH 5 (0,375 M)

Las muestras se congelan a partir de la temperatura ambiente, hasta alcanzar gradualmente la

temperatura de ( - 40° C) manteniéndolas asi durante diez horas.

A continuacion se someten las muestras a un proceso de liofilizacion en liofilizador tipo TELSTAR
L3®. En muchos casos, con el fin de acelerar el proceso de liofilizacion, se aporta una desecacion
secundaria que no fue empleada para el caso de la Talidomida, ya que nuestro principio activo podia
sufrir alteraciones en su estabilidad ( Krenn, 1992) y por ello, para evitar esta degradacion con la
desecacion, tuvimos cuidado de que la temperatura del ciclo no sobrepasara los 25° C. La duraciéon del

ciclo de liofilizacién variara en funcién del volumen a liofilizar.

Una vez obtenida la Talidomida recristalizada, se conserva en viales herméticamente cerrados,

protegidos de la luz y con silicagel para evitar la captacion de humedad.
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914  SOLUBILIDAD DE LA TALIDOMIDA EN FORMAS LIQUIDAS
CON CICLODEXTRINAS

Las CDs empleadas para la determinacién del coeficiente de solubilidad de la Talidomida son :
HPBCD, metoxi CD y y CD.

Se preparan muestras de Talidomida por triplicado en las proporciones de CD de 0% ; 25% ;5 %
;7,5 % ;10 %;125 % ;15 % ;175 % ;20 % ;25 % y50 % de laforma:

0 % : Adicionar 0,4 mg de Talidomida y llevar a volumen de 2 ml con solucién tampén citrato pH 5
(0,375M).

Para los estudios de solubilidad comparada entre medios de disolucién, se pesan 5 mg de
principio activo y se llevan a 10 ml con solucion citrato pH 5 (0,375 M) y en otros casos se llevan

a 10 ml con solucion citrofosfato pH 6.

2,5%: Adicionar 0,05 g de CD junto con 0,5 mg de Talidomida y llevar a volumen de 2 ml con

solucién tampon citrato pH 5 (0,375 M).

5 9% : Adicionar 0,1 g de CD junto con 1 mg de Talidomida y llevar a volumen de 2 ml con solucién
citrato pH 5 (0,375 M).

7,5 % : Adicionar 0,15 g de CD junto con 1,5 mg de Talidomida y llevar a volumen de 2 ml con solucién
citrato pH 5 (0,375 M).

10 % : Adicionar 0,2 g de CD junto con 2 mg de Talidomida y llevar a volumen de 2 ml con solucién
citrato pH 5 (0,375 M).

12,5 % :Adicionar 0,25 g de CD junto con 2,5 mg de Talidomida y llevar a volumen de 2 ml con solucion
citrato pH 5 (0,375 M).

15 % : Adicionar 0,3 g de CD junto con 3 mg de Talidomida y llevar a volumen de 2 ml con solucion
citrato pH 5 (0,375 M).

17,5 % :Adicionar 0,35 g de CD junto con 3,5 mg de Talidomida y llevar a volumen de 2 ml con solucién
citrato pH 5 (0,375 M).

20 % : Adicionar 0,4 g de CD junto con 4 mg de Talidomida y llevar a volumen de 2 ml con solucion
citrato de pH 5 (0,375 M).

25 9% : Adicionar 2,5 g de CD junto con 25 mg de Talidomida y llevar a volumen de 10 ml con solucion

tampdn citrato pH 5 (0,375 M) y otras muestras con solucion tampon citrofosfato pH 6,5 .

50 % : Adicionar 5 g de CD y llevar a volumen del0 ml con solucion tampon citrato pH 5 (0,375 M ) y

otras muestras con solucion tampdn citrofosfato pH 6,5.
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Una vez preparadas las muestras y siguiendo el método analitico de disolucion para la Talidomida,
llevamos las muestras a un bafio de agitacion, donde la temperatura del agua es de 25° C y la humedad

relativa ambiental de 60 % , permaneciendo asi un periodo de tiempo de 2 horas.

Transcurrido este tiempo, se procede a la lectura espectrofotométrica de todas las muestras a A de
299 nm, que es donde se presenta el maximo de absorcion para nuestro principio activo y donde no existe

absorcion por parte de las CDs, luego no hay interferencias en el analisis.

La lectura espectrofotométrica de las muestras de CD al 0 % y a 2,5 % se hace directamente a A de

299 nm, mientras que para el resto se hace una dilucion previa a su lectura.

El blanco es una solucidn citrato de pH 5 ( 0,375 M) en los casos donde el medio de disolucion sea
esta solucién y una solucion citrofosfato pH 6,5 en los casos donde el medio de disolucion sea esta otra

solucion.
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9.15 ESTABILIDAD DE LA TALIDOMIDA EN FORMAS LIQUIDAS CON
CICLODEXTRINAS

Para el estudio de la estabilidad de la Talidomida en formas liquidas con CDs se preparan

soluciones de concentracion inicial de principio activo de 50 xg/ml de la forma siguiente:
Solucion (1:1) TAL:HPBCD :

Pesar 10 mg de Talidomida y disolverlos en 40 ml de DMSO adicionando 10 mg de HPBCD vy llevando a

volumen de 200 ml con solucién tampén citrato pH 5 (0,375 M).
Solucién (1:2) TAL:HPBCD :

Pesar 10 mg de Talidomida y disolverlos en 40 ml de DMSO adicionando 20 mg de HPBCD vy llevando a

volumen de 200 ml con solucién tampén citrato pH 5 (0,375 M) .
Solucion (1:5) TAL:HPBCD :

Pesar 10 mg de Talidomida y disolverlos en 40 ml de DMSO adicionando 50 mg de HPBCD vy llevando a

volumen de 200 ml con solucién tamp6n citrato pH 5 (0,375 M).
Solucion (1.:9) TAL:HPBCD :

Pesar 10 mg de Talidomida y disolverlos en 40 ml de DMSO adicionando 90 mg de HPBCD vy llevando a

volumen de 200 ml con solucién tampén citrato pH 5 (0,375 M).
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916 COMPLEJOS DE INCLUSION DE TALIDOMIDA CON
CICLODEXTRINAS

El método de obtencion de los complejos de inclusiéon de nuestro principio activo con CDs es por
medio de la técnica de liofilizacién. Con este proceso podemos desecar disoluciones de nuestro principio
activo, muy inestables en presencia de agua, con el fin de obtener un polvo liofilizado, constituido por

todas las sustancias sélidas existentes en el medio acuoso originario.

Se estudia el efecto de las distintos vehiculos y de las diferentes proporciones Talidomida: vehiculo;
para ello se preparan complejos de inclusion de Talidomida con la HPBCD en diferentes proporciones

(p/p) de principio activo : vehiculo ( 1:1, 1:2) de forma:

Complejo de inclusion (1:1) TAL:HPBCD :

Pesar la cantidad de 80 mg de Talidomida y disolverlos en 24 ml de DMSO adicionando 80 mg de
HPBCD vy llevando a volumen de 180 ml con solucion citrato de pH 5 (0,375 M).

Complejo de inclusion (1 :2) TAL. HPBCD :

Pesar la cantidad de 80 mg de Talidomida y disolverlos en 24 ml de DMSO adicionando 160 mg de
HPBCD y llevando a volumen de 180 ml con solucion citrato de pH 5 (0,375 M ).

A continuaci6n se someten las muestras a un proceso de liofilizacion en liofilizador tipo TELSTAR. L3%

La conservacion es en botes herméticamente cerrados, protegidos de la luz y con silicagel para evitar la

captacion de humedad.

Los andlisis se realizan por técnica espectrofotométrica, porque como ya se ha indicado, la HPBCD
utilizadas en la preparacion de los complejos de inclusién de nuestro principio activo, no influyen en la

lectura espectrofotométrica de nuestro farmaco ( gréfico 25).
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9.17 ESTABILIDAD DE LA TALIDOMIDA EN FORMAS LIQUIDAS
CON ALBUMINA

Para el estudio de la estabilidad de la Talidomida en formas liquidas con alblmina, se preparan

soluciones de concentracion inicial de principio activo de 80 g/ ml de la forma siguiente:
Solucion (1:1) TAL - ALB :

Se pesan 10 mg de Talidomida y se disuelven en 40 ml de DMSO afiadiendo 10 mg de albimina y llevando

a volumen de 125 ml con tampdn citrato buffer pH 5 (0,375 M).
Solucion (1.:2) TAL :ALB :

Se pesan 10 mg de Talidomida y se disuelven en 40 ml de DMSO afiadiendo 20 mg de albdmina y llevando

a volumen de 125 ml con tampén citrato buffer pH 5 (0,375 M).
Solucion (1:5) TAL :ALB:

Se pesan 10 mg de Talidomida y se disuelven en 40 ml de DMSO afiadiendo 50 mg de albdmina y llevando

a volumen de 125 ml con tampén citrato buffer pH 5 (0,375 M).
Solucion (1 :9) Talidomida : albumina :

Se pesan 10 mg de Talidomida y se disuelven en 40 ml de DMSO afiadiendo 90 mg de albimina y llevando

a volumen de 125 ml con tampon citrato buffer pH 5 (0,375 M ).
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9.18 DISPERSIONES SOLIDAS DE TALIDOMIDA CON ALBUMINA Y
CON CROSPOVIDONA

El método de obtencion de las dispersiones solidas de Talidomida con ovoalbdmina y con
crospovidona es por medio de la técnica de liofilizacién. Con este proceso podemos desecar disoluciones
de nuestro principio activo muy inestables en presencia de agua, con el fin de obtener un polvo liofilizado,

constituido por todas las sustancias sélidas existentes en el medio acuoso originario.

Se estudia el efecto de las distintos vehiculos y de las diferentes proporciones Talidomida: vehiculo;
para ello se preparan dispersiones sélidas de Talidomida a partir de dos vehiculos distintos ( albdmina y
crospovidona ) en diferentes proporciones ( p/p) de principio activo : vehiculo ( 1:1, 1:2) segun:

Dispersion (1.:1) TAL: vehiculo :

Pesar la cantidad de 80 mg de Talidomida y disolverlos en 24 ml de DMSO adicionando 80 mg de

vehiculo y llevando a volumen de 180 ml con solucion citrato de pH 5 (0,375 M).

Dispersion (1 :2) TAL: vehiculo :

Pesar la cantidad de 80 mg de Talidomida y disolverlos en 24 ml de DMSO adicionando 160 mg de

vehiculo y llevando a volumen de 180 ml con solucién citrato de pH 5 (0,375 M).

A continuacion se somete a las muestras a un proceso de liofilizacion en liofilizador tipo TELSTAR.L3®

La conservacion es en botes herméticamente cerrados, protegidos de la luz y con silicagel para evitar la

captacion de humedad.

Los andlisis se realizan por técnica espectrofotométrica porque, como ya se ha indicado, los vehiculos
utilizados en la preparacion de las dispersiones sdlidas de nuestro principio activo ( albdmina y

crospovidona ) no influyen en la lectura espectrofotométrica de nuestro farmaco ( graficos 23y 24).
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TALIDOMIDA MATERIA PRIMA
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10.1 ANALISIS DE LA TALIDOMIDA

Se lleva a cabo un andlisis cualitativo y cuantitativo de la Talidomida materia prima. En el analisis
cualitativo se estudia la morfologia de la Talidomida materia prima por microscopia electronica de
barrido y la estructura cristalina mediante difraccion de RX. En el andlisis cuantitativo se estudia la

riqueza del principio activo por medio de cromatografia liquida de alta resolucion.

Analisis cualitativo:

La morfologia de la Talidomida materia prima se analiza por microscopia electronica de barrido
(SEM) utilizando microscopio Jeol® JSM 6.400, obteniendo la microfotografia 2 donde se observa a 350

aumentos particulas de distinto tamafio, con superficie rugosa.

microfotografia 2 : morfologia de la Talidomida materia prima ( x 350 aumentos )
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La difraccién de RX nos permite estudiar la estructura cristalina de la Talidomida materia prima

representada en el grafico 14.
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grafico 14: Difractograma de la Talidomida materia prima ( azul )

Este difractograma nos identifica a la materia prima como un producto cristalino con unos maximos de

intensidad bien definidos.
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Analisis cuantitativo:

Para determinar la riqueza de la Talidomida sintetizada para esta memoria tomamos como sustancia
patrén la Talidomida suministrada por el CNF.

Para proceder con el analisis cuantitativo de nuestro principio activo preparamos soluciones de
Talidomida sintetizada y Talidomida patrén, partiendo de 50 mg en 200 ml de DMSO, de la cual se hace

una dilucidn para tener una concentracion de principio activo de 80 zg/ml.

A continuacion se analizan las muestras por HPLC siguiendo el método descrito para la Talidomida y
se halla la riqueza de la Talidomida sintetizada, obteniéndose un valor medio de riqueza obtenido de
95,94%.
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10.2 SOLUBILIDAD DE LA TALIDOMIDA EN SOLUCION PATRON

El estudio del coeficiente de solubilidad de la Talidomida en solucién patrén se realiza mediante el
método de agitacion; para ello se estudia la influencia de distintas soluciones amortiguadoras del pH en

la solubilidad de nuestro principio activo, ensayando con medios acidos, medios proximos a la neutralidad

y medios alcalinos.

Las soluciones amortiguadoras del pH que se van a estudiar presentan todas ellas igual tono

osm@tico, con valor préximo a 0,28 y valores de pH: 2,4; 3,4; 4,4; 5,4; 6,4; 7,4; y 8,4 que se preparan

Talidomida materia prima

segun descripcién del método analitico de solubilidad de la Talidomida en solucién patroén.

A partir de los analisis de HPLC , se representa en la gréafica 26 el coeficiente de solubilidad de la

Talidomida en condiciones de 25°C de temperatura y humedad del 60% al cabo de un periodo de tiempo

de 24 horas.

Concentracién Talidomida mcg/ml

SOLUBILIDAD DE LA TALIDOMIDA A DISTINTOS VALORES DE pH CON

IGUAL OSMOLARIDAD A T=25°C HUMEDAD= 60% y t=24 horas
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Graéfico 26: coeficiente de solubilidad de la Talidomida en soluciones de distintos valores de pH
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El mejor coeficiente de solubilidad para nuestro principio activo se obtiene en medio acido y a
medida que el valor del pH es menor; de forma que, para los valores de pHs comprendidos de 2,4 a 4,4 se
alcanza la mayor solubilidad para la Talidomida sin apenas diferencias en cantidad. Sin embargo, este

rango de pH es un inconveniente para una administracion por via oral.

Por otra parte, cuando se estudia la influencia sobre nuestro principio activo de valores de pHs
superiores a 7,4 se observa un marcado descenso en los valores de solubilidad de la Talidomida, de forma

que para el valor de pH de 8,4 el valor de solubilidad para nuestro principio activo es de 17,86 wg/ ml.

El rango de valores de pHs comprendido entre 5,4 a 6,4 presenta unos valores de solubilidades para
nuestro principio activo de 52,68 y 40,87 w9/ ml, respectivamente . Este rango es de menor solubilidad que
el rango &cido; pero resulta mas compatible con el medio gastrointestinal, lo que facilita la

administracién de la Talidomida por via oral.

En base a los estudios de solubilidades realizados sobre la Talidomida por el método de agitacion,
con diferentes soluciones amortiguadoras del pH, podemos indicar que a mayor acidez en el valor del pH
hay una mayor solubilizacién de nuestro principio activo; pero para una propuesta por via oral, elegimos
el rango de valor de pH comprendido entre 5,4 a 6,4 que presenta unos valores de solubilidad para la

Talidomida aceptables y sobre todo representa un rango viable para una via oral.
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103 CONDICIONES PREVIAS AL ENSAYO DE ESTABILIDAD

En el estudio siguiente se procede a determinar la estabilidad de la Talidomida en una solucion
patron segun condiciones del método analitico. Para ello se analizan muestras del principio activo a las
0, 1 y 2 horas de haberse preparado y haber estado sometida la solucién a condiciones de 25° C de

temperatura y 60 % de humedad .

El andlisis cuantitativo se realiz6 mediante espectrofotometria, leyendo a A del maximo de absorcién

de la Talidomida, que es a 299 nm segun el método analitico.

Las representaciones espectrofotométricas de estabilidad de nuestro principio activo en solucién

patrén se representan en los graficos 27,28 y 29, siendo respectivamente a las 0, 1 y 2 horas.
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grafico 27: Espectrofotograma de la solucién patrén de Talidomida preparada extemporaneamente en condiciones
normales (25° C, 60 %)
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grafico 28: Espectrofotograma de la solucién patrén de Talidomida a una hora de preparacion en condiciones normales
(25° C, 60 %)
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gréfico 29: Espectrofotograma de solucion patrdn de Talidomida a dos horas de preparacion en condiciones normales
(25°C, 60 %)

De forma cualitativa, observamos que el pico de absorbancia de la muestra que ha estado preparada
por un periodo de tiempo de 2 horas, es menor que el de la muestra preparada a la hora y éste a su vez
menor que el correspondiente pico que presenta la solucion patron de Talidomida, preparada de forma
extemporanea, lo que nos lleva a concluir que, como cabia esperar, la absorbabilidad para la Talidomida

disminuye a medida que aumenta el tiempo.

De forma cuantitativa, los porcentajes inalterados de Talidomida al cabo de 0, 1 y 2 horas de haber

estado preparada se recogen en la tabla 12.
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Tabla 12: Condiciones previas al ensayo de estabilidad de la Talidomida en solucién patrén

MUESTRA | TIEMPO ALMACENAMIENTO % TALIDOMIDA INALTERADO
1 0 horas 100 %
2 1 hora 95,84 %
3 2 horas 90,97 %

De los datos obtenidos se comprueba que efectivamente la Talidomida sufre hidr6lisis espontanea en
solucion buffer ( Schumacher, 1965), siendo el porcentaje inalterado de Talidomida muy dependiente del
tiempo, ya que por hora la Talidomida experimenta una degradacion de un 5 % en nuestra solucién
patron de DMSO con valor de pH de 6,58 y preparada segin el método analitico; mientras que

Schumacher (1965) indica que a valor de pH 7,4 la Talidomida es rapidamente hidrolizada,

desapareciendo el 28 % en 1 horay practicamente el 100 % en 24 horas.

Podemos indicar que al acidificar el medio de disolucidn se retarda la degradacion de la Talidomida
al aumentarse su estabilidad (Eriksson, 1992; Lyon, 1995), como se demuestra con nuestros resultados, ya

gue hemos logrado reducir el porcentaje degradado de principio activo por hora, pasando de un valor de

28 % en medio de pH 7,4 ( Schumacher, 1965) a un valor de un 5 % en medio de pH 6,58.
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10.4 ESTABILIDAD DE TALIDOMIDA EN SOLUCION PATRON

Se procede a realizar un estudio de estabilidad de la Talidomida materia prima en solucion patron en
las condiciones de almacenamiento de temperatura 25° C y humedad 60 % y en condiciones aceleradas de
estabilidad (40° Cy 75 % humedad ).

Para ello, se preparan muestras de solucién patron de Talidomida, siguiendo el método analitico,
que contienen una concentracion de principio activo de 50 xg/ml, almacenandose parte de ellasa 25°Cy
60 % de humedad para analizarse a las 0 horas y a los 15 dias y otras muestras se guardan a 40° Cy

75% de humedad para analizarse a las 24 y 48 horas.

Posteriormente, se alcaliniz6 el pH de la solucion patron de nuestro principio activo, pasando de
valor inicial de pH de 6,58 a valor de pH de 11,6 mediante la adicion de una solucién tampén ,

analizandose a las 24 y 48 horas.

Los analisis de las muestras se realizaron por HPLC en las condiciones descritas en el método

analitico, recogiendose los valores de porcentaje inalterado para Talidomida en la tabla 13.

Tabla 13: Estabilidad de la Talidomida en solucién patrén

CONDICIONES pH TIEMPO O/TNT,Q'L_':'ESXADI[C))A
25°C 60 % 6,58 0 horas 100 %
25°C 60 % 6,58 15 dias 6,95 %
40°C 75% 6,58 24 horas 102 %
40°C 75% 6,58 48 horas 92,69 %
40°C 75% 11,6 24 horas No hay pico
40°C 75% 11,6 48 horas No hay pico

De los estudios de estabilidad de la Talidomida en solucion patrén, en condiciones normales de
almacenamiento ( 25° C y 60 % humedad) vy tras la alcalinizacion del medio y sometido a condiciones

aceleradas de estabilidad (40° Cy 75 % de humedad), se puede concluir que :

La Talidomida en nuestra solucién patrén de pH 6,58 en condiciones de 25° C y 60 % de humedad,
después de 15 dias sufre una degradacion superior al 90 %, quedando s6lo un 7 % de Talidomida sin

degradarse.
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En condiciones aceleradas (40°C, 75%) nuestra soluciéon patron de pH 6,58 a las 48 horas,

experimenta e una degradacion del principio activo del orden de 7 %.

La solucidn patron presenta un valor de pH de 6,58 y cuando elevamos el valor del pH hasta un nivel
basico, el anillo de glutarimida de la molécula de Talidomida es mas suceptible de hidrélisis( Schumacher,
1965) vy la degradacion de este principio activo es pH dependiente; por ello esta solucion patrén de
Talidomida a un valor de pH de 11,6 y a una temperatura de 40° C se degrada en su totalidad en menos de
24 horas, no apareciendo ningin pico en la muestra de analisis. Ademds, la ausencia de picos
significativos en los cromatogramas de las muestras de caracter basico, nos confirma que los productos de
degradacion no tienen absorbancia en la longitud de onda seleccionada para el analisis ( 299 nm ) y que
no interfieren con el método analitico de HPLC.



Talidomida materia prima 203

10.5 VELOCIDAD DE DISOLUCION DE LA TALIDOMIDA MATERIA
PRIMA

Al no estar recogido el ensayo de velocidad de disolucion de la Talidomida en ninguna de las
habituales farmacopeas habituales, procedemos a estudiar la disolucion de nuestro principio activo segin

el procedimiento descrito en el método analitico de farmacotecnia para la Talidomida.

Primeramente, se ensaya en sistema Turu-Grau® , en las condiciones descritas en el método y a
velocidad de giro de 50 rpm mediante cestillos y a 100 rpm mediante paletas, con la adicién de LSNa en
concentraciones del orden de 0,5, 1 y 2 mg/ml al medio de disolucion de CIH 0,1N, para poder asi

evaluar la influencia de este agente en la eficacia de disolucion de nuestro principio activo.

Los valores de los porcentajes medios de Talidomida disueltos ( #SD ) en sistema Turu Grau® con

sistema de cestillos y paletas se representan en las graficas 30 y 31, respectivamente.

PORCENTAJES TALIDOMIDA DISUELTOS EN SISTEMA
TURU GRAU CON CESTILLO (50 RPM) CON
DISTINTAS CANTIDADES DE LAURIL SULFATO SODICO
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gréfico 30 : Disolucion de la Talidomida en sistema Turu-Grau® con cestillos
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cestillos a 50 rpm y paletas a 100 rpm indican que el LSNa, empleado como tensoactivo, no mejora la

velocidad de disolucion de nuestro principio activo en medio CIH 0,1 N, ya que no se observan diferencias

Talidomida materia prima

PORCENTAJES TALIDOMIDA DISUELTOS EN SISTEMA TURU GRAU
CON PALETAS (100 RPM) CON DISTINTAS CANTIDADES DE LAURIL
SULFATO SODICO
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gréfico 31: Disolucién de la Talidomida en sistema Turu-Grau® con paletas

Los resultados del ensayo de velocidad de disolucién para la Talidomida en sistema Turu-Grau con

significativas entre los distintos medios de disolucion que contenian 0,5; 1y 2 mg/ml de este agente.

paletas en lugar de cestillo llegando a poder determinar el porcentaje disuelto del 80 % de principio
activo a las 6 horas con independencia de la cantidad de LSNa empleado en el medio de disolucién
mientras que, con el cestillo a la mitad de revoluciones que la paleta, y también con independencia del

medio y a este mismo tiempo, sélo se disuelve aproximadamente un 50 % de principio activo. Por tanto se

Por otro lado, los porcentajes de Talidomida disueltos en funcion del tiempo son mayores si se utiliza

escoge las paletas para los ensayos de disolucion.
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Una vez estudiada la eficacia de disolucion de la Talidomida en sistema Turu-Grau® en medio de
disolucion CIH 0,1 N con la incorporacion de diferentes cantidades de LSNa y con sistema de cestillos a
50 rpm y paletas a 100 rpm, pasamos a estudiar la eficacia de disolucién de este principio activo en
sistema Van-Kel® en medios de disolucién CIH 0,1 N con incorporacién de distintas cantidades de LSNa
y con sistema de paletas a 100 rpm.

Los valores de los porcentajes medios disueltos de Talidomida ( # SD) en sistema Van-Kel® con

paletas a 100 rpm se representan en el grafico 32.

PORCENTAJES TALIDOMIDA DISUELTOS EN SISTEMA VAN KEL CON
PALETAS (100 RPM) CON DISTINTAS CANTIDADES DE
LAURIL SULFATO SODICO
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EMEDIO 1:0.5 mg/m LSNa OMEDIO 2 :1 mg/ml LSNa
EOMEDIO 3:2mg/ml LSNa OMEDIO 0: 0 mg/ml LSNa

grafico 32: Disolucién de la Talidomida en sistema Van-Kel® con paletas

Los resultados del ensayo de disolucion para la Talidomida en sistema Van-Kel® con paletas ( 100
rpom) en medio CIH 0,IN sefialan que el LSNa empleado como tensoactivo no mejora la velocidad de
disolucion de nuestro principio activo, puesto que en todos los casos que contenian 0,5; 1y 2 mg/ml de
LSNa y en el caso donde no se incorporo este agente , se alcanzo el 80 % disuelto de principio activo a
las 6 horas.
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Por consiguiente, independientemente del sistema de disolucién empleado en los ensayos de
disolucion de Talidomida ( Turu-Grau® o Van-Kel®), se puede concluir que la velocidad de disolucion de
nuestro principio activo es muy lenta, debido a su baja solubilidad acuosa ( 50 zg/ml Krenn, 1992). Sin
embargo, podemos seleccionar como tiempo de disolucion limite para alcanzar el 80 % de principio

activo, seis horas para el caso de la Talidomida.

Si se comparan los valores porcentuales de Talidomida disueltos en funcién del tiempo en sistema
Turu-Grau® y Van-Kel®, con paletas a una velocidad de 100 rpm y con medios de disolucion que
contienen distintos porcentajes de LSNa, se obtiene que este agente no interfiere en la mejora de la
velocidad de disolucion de nuestro principio activo y que no hay diferencias sustanciales entre las medidas

tomadas con uno y otro sistema de disolucion.
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106 HIGROSCOPICIDAD DE LA TALIDOMIDA

Se determina el comportamiento higroscépico de la Talidomida tras someter una muestra de nuestro

principio activo a las condiciones de temperatura y humedad recogidas en el método analitico.

Las muestras se analizan por sistema Karl-Fisher después de un periodo de almacenamiento de 6
meses a 25°C y 40° C y a distintos valores de humedades segun las condiciones del método analitico,

representandose en la gréfica 33 la isoterma de absorcion de humedad para la Talidomida en estas

condiciones.
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grafico 33: Isoterma de absorcion de humedad para la Talidomida

De los ensayos higroscépicos sobre la Talidomida, se deduce que a 25° C nuestro principio activo es
muy poco higroscépico cuando se conserva en valores de humedades relativas inferiores al 75 %, dando

valores proximos a 0,15 %.

Con valores de humedades relativas del 75 %, la humedad relativa de la Talidomida no se ve

afectada significativamente, dando valores proximos a 0,2 %.
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Con valores de humedades del 97 % se aprecia un incremento significativo en el valor de humedad
relativa de la Talidomida, llegando a presentar un valor de captacién de agua por parte del principio

activo del orden de 0,8 %.

Estos resultados nos permiten considerar a la Talidomida como una sustancia poco higroscépica en

condiciones normales ( 25°C, 60% ) que no se ve influenciada por la humedad ambiental.

Por otra parte, esta caracteristica de baja higroscopicidad de este principio activo es un factor
importante a tener cuenta en los estudios de liofilizacién, ya que en estos procesos suele aumentar el
valor de higroscopicidad de las muestras liofilizadas, como ocurre en el caso del acido acetil salicilico
(Torrado, 1998).

La baja higroscopicidad de la Talidomida representa una ventaja, ya que el aumento en la
higroscopicidad por un proceso de liofilizacion no sera tan marcado como cuando se trabaja con
principios activos mucho mas higroscépicos, que captardn agua mas rapidamente, como ocurre por

ejemplo con el &cido acetil salicilico, principio activo muy higroscépico ( Torrado, 1998).

Para poder estudiar la influencia de la temperatura sobre la humedad de la Talidomida, se ha
realizado un estudio de higroscopicidad en condiciones aceleradas de temperatura y humedad (40°Cy
75 % ), ya que son las condiciones que se siguen en estudios acelerados de estabilidad segiin normas
europeas vigentes (EMEA CPMP / QWP /556 /96 ).

El empleo de condiciones aceleradas (40° C y 75 % humedad ) va a suponer un incremento en el
porcentaje de agua frente a los valores que se obtienen en estudios que se realizan en condiciones
ambientales ( 25° C y 60 % humedad), obteniéndose porcentajes de agua del orden de 0,36 % para
temperaturas de 40° C, frente a valores de 0,2 % para temperatura de 25° C.

El incremento de los valores de higroscopicidad de la Talidomida en condiciones de almacenamiento
de temperatura y de humedad es un resultado previsible, si bien el resultado obtenido nos permite
reafirmarnos en la conviccion de que nuestro principio activo es poco higroscopico, si se compara con
otros principios activos utilizados en Farmacia, como es el caso del acido acetil salicilico ( Torrado,
1998).
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10.7 ESTABILIDAD DE LA TALIDOMIDA MATERIA PRIMA

Determinamos cuantitativamente la Talidomida en muestras que han estado sometidas a condiciones
ambientales ( 25° C y 60 % humedad ) , a condiciones aceleradas de estabilidad ( 40° C 75 % humedad )
y a condiciones forzadas (49° C ), durante un periodo de tiempo de 6 meses, segun se describe en el

método analitico.

De los estudios de estabilidad de la Talidomida materia prima, podemos concluir que las muestras
sometidas durante 6 meses a valores de humedad relativa inferiores del 75 % y en condiciones de
temperatura de 25° C, no muestran ninguna degradacion del principio activo, ya que el porcentaje

inalterado al cabo de este tiempo es de 98,28 %.

Por otra parte, las muestras sometidas durante 6 meses a condiciones aceleradas de humedad
relativa del orden del 75 % y temperatura de 40°, presentan un incremento en el porcentaje de humedad
de 0,36439, que puede ser responsable en la aparicion de una pérdida de estabilidad de la Talidomida,
observandose que, cuando analizamos este principio activo, el porcentaje de estabilidad sin degradarse es
del orden del 78,48 % lo que demuestra que este principio activo en presencia de humedad sufre procesos

degradativos.

Sin embargo, las muestras sometidas durante 6 meses Unicamente a condiciones aceleradas de
estabilidad con valores de temperatura de 49° C, no presentaban tampoco degradacion de la Talidomida,

puesto que el porcentaje de este principio activo transcurrido este tiempo es de 99,83 %.

Estos resultados nos permiten sefialar que la estabilidad de la Talidomida se ve mas influenciada por

la humedad que por la temperatura.
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10.8 DISCUSION PARCIAL

La Talidomida materia prima sintetizada en este trabajo es de una riqueza de 9594 %,

comparada con la muestra patron suministrada por el CNF.

Nuestro principio activo presenta mayor coeficiente de solubilidad en medio dcido, a valores de
pHs comprendidos entre 2,4 y 4,4 obteniéndose menores valores de solubilidad, a mayor valor de pH;
pero teniendo en cuenta que este medio tan acido no es compatible con el tracto gastrointestinal, se elige
el rango de pH comprendido entre 5,4 y 6,4 que es ademas viable para una administracion oral de este

farmaco.

El porcentaje inalterado de Talidomida es muy dependiente del tiempo, ya que por hora nuestro
principio activo experimenta una degradacion en solucién patrén de un 5 %, por lo que las preparaciones
de soluciones patrones de Talidomida seran extemporaneas, no superando el tiempo de 1 hora para su

analisis.

Los estudios de estabilidad de la Talidomida en solucién patrén en condiciones normales ( 25° C y 60
% de humedad) tras un periodo de tiempo de 15 dias presenta un porcentaje inalterado de principio activo
del 7 % y en condiciones aceleradas ( 40° C y humedad del 75 % ) sufre una degradacion del 7 % a las 48

horas.

Al alcalinizar una solucion patron de Talidomida y someterla a condiciones aceleradas de
temperatura 40° C y humedad del 75 %, se vuelve pH dependiente y sufre total degradacion del principio

activo en un periodo de tiempo de 24 horas.

En ausencia de datos de farmacopeas relativos a la velocidad de disolucion de la Talidomida y una
vez ensayados con distintos medios y aparatos de disolucion, se puede concluir que la velocidad de
disolucion de nuestro principio activo es mayor si se emplea paletas que cestillos, siendo el porcentaje
disuelto en medio clorhidrico 0,1 N independiente del sistema de disolucién (Turu-Grau® o Van-Kel®), y
no estando influenciado por la presencia de LSNa y aunque /a velocidad de disolucion de nuestro
principio activo es muy lenta debido a su baja solubilidad acuosa, se alcanza la disolucion del 80 % de

Talidomida en 6 horas.
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Los estudios de higroscopicidad sobre la Talidomida nos permiten considerar a nuestro principio
activo como una sustancia poco higroscopica que no se ve influenciada por la humedad ambiental en
condiciones normales de almacenamiento ( 25° C'y 60 % ), lo cual resulta ventajoso en procesos tales
como la liofilizacién, ya que este principio activo no captara agua tan rapidamente como otras sustancias

gue son mas higroscapicas.

La Talidomida materia prima presenta una degradacion del 2 % a los 6 meses en condiciones
normales ( 25° Cy 60 % ) y del 1 % en el mismo periodo de tiempo en condiciones forzadas ( 49° C ) sin
presentar control de humedad durante el almacenamiento; mientras que a los 6 meses en condiciones
aceleradas ( 40° C y 75 % ) sufre una degradacion en torno a un 22 % lo que demuestra que este

principio activo en presencia de humedad sufre procesos degradativos.
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11.1 CINETICA DE DEGRADACION DE LA TALIDOMIDA EN
SOLUCIONES DE VALOR DE pH ALCALINO

Para poder estudiar la estabilidad de la Talidomida en soluciones alcalinas, se preparan muestras
en soluciones tampén de valor de pH 7,4 y 8,4 segln el método analitico, conservandose en condiciones de
25°C y 60 % de humedad hasta su analisis mediante HPLC.

Los valores del analisis comparativo de las muestras sometidas a solucion tampoén fosfato potasico
monobasico, de valor de pH 7,4 y de las muestras de solucion tampon acido bérico, de valor de pH 8,4

estan recogidos en la grafica 34.

DEGRADACION DE LA TALIDOMIDA EN SOLUCION TAMPON pH7.4
FRENTE A SOLUCION DE pH 8.4 ( 25° C,60%)
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gréafica 34: Estabilidad de la Talidomida en soluciones de pH 7,4 y 8,4 en condiciones ambientales (25°C, 60%)

Se observa que en estas soluciones de caracter alcalino, la inestabilidad de la Talidomida es muy
acusada, produciéndose a valores de pH préximos a la neutralidad préacticamente el 50 % de degradacion

en un periodo de tiempo muy corto ( 5 horas).

Al comparar las degradaciones que experimenta la Talidomida en estas soluciones de caracter
alcalino, se puede deducir que a mayor alcalinidad en el valor de pH, se produce un aumento en la
inestabilidad de nuestra solucién y mayor rapidez en la degradacion nuestro principio activo; por ello la

acidificacién aumenta la estabilidad de la Talidomida en soluciones ( Lyon, 1995).
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El hecho de que en soluciones alcalinas de valor de pH 8,4 se produzca una degradacion del 80 % en
apenas 1 hora y 20 minutos, dificulta en gran medida la realizacion de los ensayos, por lo que a este valor

de pH s6lo se pudo realizar una Unica determinacién por HPLC.

Por tanto,se observa la enorme influencia del pH en la estabilidad de la Talidomida, ya que a mayor
valor de pH, mayor inestabilidad para nuestro principio activo, lo que nos lleva a seleccionar soluciones

de carécter acido para, de esta forma, aumentar la estabilidad de la Talidomida en soluciones.
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11.2 CINETICA DE DEGRADACION DE LA TALIDOMIDA EN
SOLUCIONES DE VALORES DEpH 5 Y 6

Para seleccionar la solucion tampon adecuada para la Talidomida, se realizan unos estudios de
estabilidad entre dos soluciones amortiguadoras de pH 5 y otras dos soluciones de valor de pH 6,5.
Ademas las soluciones tampon de valor de pH 5 presentan dos tipos distintos de molaridad, por lo que el

objetivo de este estudio es observar la influencia del pH y de la fuerza i6nica en soluciones de Talidomida.

Las soluciones tampén fueron:

- solucion tampon ftalato &cido de potasio pH 5,2

- solucion tampon fosfato potasico monobasico pH 6,5

- solucion tampon citrato pH5 (0,75 M)
- solucion tampon citrato pH5(0,375M)
- solucion tampon citrofosfato pH 6,5

Las muestras se prepararon siguiendo el método analitico de obtencidn de soluciones de Talidomida,
conservandose una partida en condiciones de 25° C y 60 % de humedad, mientras que otras estuvieron

bajo condiciones aceleradas (40° C y 75 % ) hasta su analisis por HPLC.

En las muestras que estuvieron en condiciones aceleradas, se estudio la influencia de la fuerza idnica
de las soluciones, para lo cual se prepararon dos soluciones amortiguadoras de valor de pH 6, 5

(fosfato y citrofosfato ) y dos soluciones amortiguadoras de valor de pH 5 ( ftalato y citrato de 0,375 M ).

Los valores del anélisis comparativo de las muestras de valor de pH 6,5 ( tampén fosfato ) frente a
las muestras de pH 6,5 ( tampon citrofosfato ) sometidas a condiciones aceleradas de 40° C de
temperatura y humedad del 75 % estan recogidos en la grafica 35
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% DISUELTOS DE TALIDOMIDA EN
SOLUCION TAMPON FOSFATO pH 6.5 FRENTE A
SOLUCION TAMPON CITROFOSFATO pH 6.5 (40°C, 75%)
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grafica 35 : Estabilidad de la Talidomida en soluciones de pH 6,5 en condiciones aceleradas (40°C,75%)

Se observa que si comparamos el tampdn fosfato frente al tampdn citrofosfato, ambos de valor de pH
6,5 , en condiciones aceleradas de estabilidad ( 40° C y 75 % humedad ), se produce una rapida
degradacion de la Talidomida, alcanzandose valores degradativos préximos al 40% y al 30% |,

respectivamente, a las 24 horas del estudio.

En las condiciones de estabilidad indicadas, las soluciones de Talidomida experimentan un rapido
proceso degradativo, lo que dificulta en gran medida la realizacion del ensayo, ya que su degradacion

esta teniendo lugar a la vez que se estan efectuando sus lecturas.

Esta acelerada degradacion coincide con los trabajos publicados por Schumacher ( 1965 )

en estudios de estabilidad de la Talidomida, a valores de pH cercanos a 7.

Como conclusién, a los estudios de estabilidad de la Talidomida en dos soluciones buffer, de valor de
pH 6,5 en condiciones aceleradas ( 40° C, 75% ), podemos indicar que la solucion que presenta una

mayor estabilidad para nuestro principio activo es la de tipo citrofosfato.

Posteriormente se evalto la influencia de dos soluciones amortiguadoras de pH 5, ftalato y citrato
(0,375 M) en la estabilidad de la Talidomida, en soluciones sometidas a condiciones aceleradas de

temperatura de 40° C y humedad del 75 %, representandose los respectivos valores en la grafica 36.



Estudios de estabilidad de la Talidomida en soluciones 219

DEGRADACION DE LA TALIDOMIDA EN
SOLUCION TAMPON FTALATO pH 5 FRENTE A
SOLUCION CITRATO pH 5 (0,375 M)( 40° C,75%)
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grafica 36: Estabilidad de la Talidomida en soluciones de pH 5 en condiciones aceleradas (40°C,75%)

En estos estudios de estabilidad a valores de pH inferiores de 6, se comprueba que la degradacion de
la Talidomida es més lenta ( Eriksson, 1992), llegando a valores cercanos al 50 % en las muestras de
valor de pH 5 ( citrato 0,375 M) al cabo de 14 dias, mientras que a valor de pH 5 ( ftalato ) se alcanzan
porcentajes de degradacion muy superiores, quedando solo un 28 % de Talidomida inalterada a los 5

dias.

A los 5 dias, el porcentaje de Talidomida sin degradarse, en las soluciones de pH 5 ( ftalato ) y en las
soluciones de pH 5 ( citrato 0,375 M ) es de 28,58 % + 0,89 y 77,37 % # 1,84, respectivamente. Estos
valores hacen que seleccionemos, por su mayor estabilidad, al citrato como solucion reguladora de pH

mas apropiado para la formacion de soluciones de Talidomida.

Como conclusion, a los estudios de estabilidad de la Talidomida sometida a la influencia de dos
soluciones amortiguadoras de pH 5 ( ftalato y citrato de molaridad 0,375 M ), en condiciones aceleradas
de estabilidad (40° Cy 75 % ), podemos indicar que la solucién que presenta una mayor estabilidad para

la Talidomida es la de valor pH 5y tipo citrato con valor de molaridad de 0,375 M.
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Si se comparan los resultados de estabilidad para nuestro principio activo en soluciones
amortiguadoras de pHs 5 y 6 en condiciones aceleradas ( 40° C y 75 % ), se puede considerar que las
soluciones amortiguadoras de pH 5y tipo citrato y la solucidn reguladora de pH 6,5 y tipo citrofosfato son
las méas estables para nuestro principio activo y por ello, abordamos unos estudios comparativos de estas

dos soluciones reguladoras en condiciones normales ( 25° C y 60 % humedad ).

Asi, en estas condiciones normales ( 25° C y 60 % humedad) se estudié la influencia de la solucion
amortiguadora de pH 5 ( citrato 0,75 M) frente a la solucion buffer de pH 6,5 ( citrofosfato ), analizando
también la influencia de la fuerza ionica al realizar un estudio comparativo en estas condiciones, de
muestras sometidas a solucién buffer de molaridad 0,75 M frente a otras muestras sometidas a soluciones

reguladoras de pH de molaridad 0,375 M, representandose en la gréfica 37.

DEGRADACION DE LA TALIDOMIDA EN
SOLUCION CITRATO DE pH 5 FRENTE A SOLUCION CITROFOSFATO
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gréafica 37: Estabilidad de la Talidomida en soluciones de pH 5y 6,5 en condiciones ambientales (25°C,60%)

La degradacién de la Talidomida es mayor en soluciones de pH 6,5 que en solucién de pH 5, ya que
al cabo de 7 dias presenta un 99,3 % de principio activo inalterado en solucion de pH 5, mientras que

para soluciones de pH 6,5 se obtiene unicamente un 13,95 % inalterado.
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Como conclusién, a los ensayos de estabilidad llevados a cabo en condiciones normales( 25° C y
60% de humedad) para la Talidomida en soluciones de pH 5 ( citrato 0,75 M) y soluciones de pH 6,5
(citrofosfato ) se puede observar que la solucién amortiguadora de pH 5 ( citrato 0,75 M ) ofrece mas

estabilidad para la Talidomida que la solucién amortiguadora de pH 6,5 y tipo citrofosfato.

De todos los estudios de estabilidad de la Talidomida en soluciones llevados a cabo en valores de pH
alcalinos y de valores 5y 6,5, tanto en condiciones normales ( 25° C y 60 % ) como en condiciones
aceleradas de estabilidad ( 40° C 'y 75 % ), se observa que la solucién reguladora del pH que ofrece

mayor estabilidad a las soluciones de Talidomida es la que presenta valor de pH 5 y tipo de buffer citrato.

Por ello, y una vez seleccionada la solucion amortiguadora del pH de mayor estabilidad para nuestro
principio activo, llevamos a cabo una serie de ensayos de estabilidad en condiciones ambientales

(25°C,60%) para determinar la influencia de la fuerza osmotica en las soluciones de Talidomida.

De esta forma, procedemos con estudios de estabilidad de dos soluciones amortiguadoras de pH de
valor 5 y tipos de buffer citrato, de molaridades 0,75 M y 0,375 M respectivamente, recogiéndose los

resultados en la gréfica 38.
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gréafica 38: Estabilidad de la Talidomida en soluciones tampon de pH 5y molaridades 0,75 y 0,375 ( 25°C,60%)
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Si comparamos la fuerza idnica, observamos que la solucion de citrato de molaridad 0,375 M, es
decir, la de menor molaridad, tiene mayor estabilidad frente a la solucion de molaridad 0,75 M; asi, para
un periodo de tiempo de 14 dias en condiciones normales (25°C, 60%), se obtienen unos valores de
estabilidad de 91,38 # 1,49 en solucion citrato de pH 5 (0,375 M ) y de 85,04 #2,05 para soluciones de
pH5 (0,75 M).

Por tanto, de las soluciones amortiguadoras de pH ensayadas, la que ofrece una mayor estabilidad
para nuestro principio activo es la tipo citrato y valor de pH 5 y fuerza i6nica 0,375 M , que ademas

presenta la ventaja de ser una solucion proxima a los valores de osmolaridad plasmatica.
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11.3 DISCUSION PARCIAL

En los estudios de estabilidad en condiciones normales (25°C,60%) para la Talidomida en
soluciones de caracter alcalino (pHs 7,4 y 8,4) se observa la gran influencia del pH en la estabilidad de

nuestro principio activo, siendo mayor la inestabilidad cuanto mayor es el valor del pH.

En condiciones aceleradas (40°C,75%), y entre dos soluciones buffer de pH 6,5 ( fosfato y
citrofosfato ), la solucién que ofrece mayor estabilidad para nuestro principio activo, es la de pH 6,5y
tipo citrofosfato con un porcentaje de principio activo inalterado del 70% ( 24 horas ) y entre dos
soluciones buffer de pH 5 ( ftalato y citrato 0,375 M ), en estas mismas condiciones, la solucion mas

estable para la Talidomida es la de tipo citrato con un valor inalterado de 77% ( 5 dias ).

En condiciones normales (25°C, 60%) y entre las soluciones buffer de pH 6,5 y pH 5 citrato (0,75M),
la solucion mas estable para nuestro principio activo es la de tipo citrato, con un valor de porcentaje
inalterado del 99% ( 7 dias).

En condiciones normales (25°C, 60%) y entre las soluciones buffer de pH 5y fuerzas iénicas 0,75M y
0,375 M, la solucion que presenta mayor estabilidad para la Talidomida es la de molaridad 0,375 con un

valor de principio activo inalterado del 91% (14 dias).

Concluimos que el valor del pH influye drasticamente en la estabilidad de las soluciones de
Talidomida degradandose mas a mayor valor del pH. ( Lyon, 1995) ; pero la temperatura también es un
factor decisivo en la estabilidad de la Talidomida en soluciones ( Lyon, 1995) ya que, aunque era de
esperar un proceso degradativo en condiciones aceleradas de estabilidad (40° Cy 75 % ), la degradacion
que experimentaron las muestras de soluciones de Talidomida en estas condiciones fué mucha mas
dréstica que la obtenida en condiciones normales ( 25°C y 60% ), ya que para la solucién amortiguadora
de pH 5 (citrato 0,375 M) el porcentaje inalterado de Talidomida a los 14 dias en condiciones normales
(25° C y 60 % de humedad) es de 91,38 # 1,49 mientras que el porcentaje inalterado de Talidomida en
condiciones aceleradas ( 40° C y 75 % ) para la misma solucion amortiguadora y en el mismo tiempo es de
52,76 +4,5.

De todas las soluciones amortiguadoras ensayadas, seleccionamos el tampdn citrato de pH 5 y
osmolaridad 0,375 M, como el medio mas adecuado para obtener soluciones de nuestro principio activo
ya que se logra una importante mejora en la estabilidad de la Talidomida, permitiendo que nuestra
solucion presente un valor de degradacion de Talidomida inferior al 5 %. ( 96,58% ) durante el tiempo de

almacenamiento (11 dias ).
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121 LIOFILIZACION DE LA MATERIA PRIMA

La mejora de la biodisponibilidad de farmacos poco solubles, como es el caso de la Talidomida,
ocurre normalmente como consecuencia de un cambio polimdrfico durante procesos tales como la
liofilizacion, al transformar la estructura cristalina en una forma amorfa o en una forma cristalina de

mayor nivel energeético.

Asi por ejemplo, la cristalinidad se ve afectada por la liofilizacion para el Imipenem ( Crocker,1996 )
y otras sustancias que disminuyen drasticamente su cristalinidad transforméndose en sustancias amorfas
con mejores valores de solubilidad son el Prazicuantel en dispersiones sélidas ( De la Torre,1999 ) o el

Imipenem ( Connolly,1996).

En nuestro caso, como estamos buscando formas con cambios en la cristalinidad, con el objetivo de
mejorar la solubilidad del principio activo, procedemos a una liofilizacién de la Talidomida materia

prima.

En trabajos con Imipenem, se estudian las condiciones de liofilizacion que nos permiten obtener una
menor cristalinidad, observandose, en general, que la etapa limitante de este proceso es la congelacion,
obteniendo disminuciones importantes en la cristalinidad cuando las muestras se congelan rapidamente y
se mantienen congeladas 10 horas antes de aplicarse el vacio como ocurre con el Imipenem ( Connolly,
1996 ).

Para el estudio de las formas recristalizadas de la Talidomida materia prima, procedemos a
preparar muestras de este principio activo, segin el método analitico de obtencién de Talidomida

recristalizada.

A continuacion, se aplica un proceso de liofilizacion, en liofilizador tipo TELSTAR L 3 ©.

Al comienzo de la liofilizacion, se mantienen las muestras durante un periodo de tiempo de 2 horas a
la temperatura de (-50 °C) y a las 24 horas, comienza el proceso de desecacion, la temperatura es de (-
25°C) y a las 48 horas de (-11°C) para terminar el ciclo a las 72 horas con un valor de temperatura de
26°C.

Para el caso de la Talidomida, no se someten las muestras a una desecacién secundaria para no
alterar la estabilidad del principio activo ( Krenn, 1992 ); por ello, la temperatura del ciclo no superd los
25° C.El vacio de la cAmara durante las primeras 48 horas es de 0,04 mbs, equilibrandose a las 72 horas

a un valor de presién de 0,02 mbs.
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122 CARACTERIZACION DE LA TALIDOMIDA RECRISTALIZADA

Se caracteriza el aspecto fisico, la estructura y la morfologia de la Talidomida recristalizada

comparandola con la Talidomida materia prima.

Aspecto fisico:

Las muestras de Talidomida materia prima sin recristalizar presentan aspecto pulverulento, de color
blanco e inodoro, mientras que las muestras de Talidomida materia prima recristalizados presentan

aspecto pulverulento, de color blanco, inodoro, menos denso, seco, uniforme y homogéneo.

RX.

Esta técnica nos permite comparar las estructuras que presentan la Talidomida materia prima ( sin
recristalizar ) frente a la Talidomida materia prima ( recristalizada ). Asi en el grafico 39 se representan
los difractogramas respectivos para cada una de las anteriores sustancias, observandose un acusado

descenso en la cristalinidad para la Talidomida materia prima ( recristalizada ).
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gréafico 39: Difractograma de la Talidomida materia prima ( azul ) frente a la Talidomida recristalizada (rojo).
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Microscopia electronica:

La morfologia de la Talidomida materia prima ( sin recristalizar ), se muestra en la microfotografia

2, observandose a 350 aumentos particulas de distinto tamafio con superficie rugosa.

La morfologia de la Talidomida materia prima ( recristalizada ) se muestra en las microfotografias 3
y 4, observandose a 350 y 1500 aumentos un tamafio de particula menor y una apariencia fisica diferente
a la Talidomida materia prima (sin recristalizar ). En la microfotografia 4, aproximada 1500 aumentos, se
observa un crecimiento de determinados planos cristalinos, posiblemente debidos al proceso de

recristalizacion.

2SS mm

microfotografia 2 : Morfologia de la Talidomida materia prima x 350 aumentos
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microfotografia 3 : morfologia de la Talidomida materia prima recrlstallzada (x 350 aumentos )

o oa D g L1 .5600 1 =08

microfotografia 4 : morfologl’a de la Talidomida materia prima recristalizada ( x 1500 aumentos )
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12.3 VELOCIDAD DE DISOLUCION TALIDOMIDA RECRISTALIZADA
Y NO RECRISTALIZADA

El ensayo de velocidad de disolucién de la Talidomida recristalizada, se lleva a cabo siguiendo las
condiciones descritas en el método analitico de velocidad de disolucion de la Talidomida,
representandose en la grafica 40 los valores porcentuales disueltos de Talidomida recristalizada frente a

los respectivos valores de Talidomida materia prima en funcion del tiempo.
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grafica 40: Disolucion comparada de la Talidomida materia prima y de la Talidomida recristalizada

Del ensayo de velocidad de disolucion de la Talidomida materia prima sin recristalizar y Talidomida
recristalizada, en nuestras condiciones de trabajo, se observa que se alcanza un 80 % del principio activo
disuelto a los 10 minutos en la Talidomida recristalizada; mientras que, si no estd recristalizada, se
alcanza este porcentaje a las 6 horas, luego con el proceso de liofilizacion se ha conseguido mejorar

considerablemente la velocidad de disolucion de nuestro principio.

Ademés, no so6lo la Talidomida materia prima recristalizada cumple con gran diferencia frente a la
Talidomida materia prima no recristalizada el ensayo de disolucién ( tabla 14 ), sino que ademas a los
cinco minutos frente al 8 % disuelto de Talidomida sin recristalizar, se disuelve un 69 % de Talidomida
recristalizada, lo que sefiala las grandes mejoras del proceso de liofilizacion en la velocidad de disolucién

de nuestro principio activo.

Tabla 14: Ensayos de disolucién para la Talidomida materia prima y Talidomida recristalizada
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%5 )
FORMULACIONES VINUTOS 7D 80 %
TALIDOMIDA MATERIA PRIMA SIN RECRISTALIZAR | 7,46 +1,24 6 horas

TALIDOMIDA MATERIA PRIMA RECRISTALIZADA 68,69 +3,55 | 10-15 minutos

Para los porcentajes de disolucion a los 5 minutos, se observa que existe una diferencia significativa
( P < 0,05) entre la Talidomida materia prima sin recristalizar y la Talidomida materia prima
recristalizada y también el ensayo de velocidad de disolucion a los 15 minutos, vuelve a demostrarnos que
existe una diferencia significativa ( P < 0,05) entre la Talidomida materia prima no recristalizada y la

Talidomida materia prima recristalizada.
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RECRISTALIZADA

Se determina la estabilidad fisica y quimica de la Talidomida recristalizada, comparandola con la

Talidomida no recristalizada.

Estabilidad fisica:

Se determina comparando los difractogramas de R X de la Talidomida materia prima ( sin
recristalizar ) y de la Talidomida materia prima ( recristalizada ), sometidas a condiciones de temperatura

de 25° C y humedad del 75 % , durante un periodo de tiempo de 11 dias, segun se muestra en la gréfica

41.
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grafica 41: Difractograma de la Talidomida materia prima ( azul ) frente a la Talidomida recristalizada (rojo)
sometidas a condiciones de estabilidad ( 25°C, 75% ,11 dias )
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Primeramente evaluamos los cambios en la estabilidad de la Talidomida materia prima ( no
recristalizada ) sometida a unas condiciones de humedad relativa (75%), para lo cual comparamos las
estructuras obtenidas mediante difraccion de RX de la Talidomida materia prima ( grafico 14) conservada
en condiciones ambientales (25°C, 60%) frente a la materia prima que permanece en condiciones de 25°C
y 75% de humedad (11 dias) ( gréafico 41) ,observandose un descenso en la intensidad de la cristalinidad
asi como la existencia de una pequefia captacion de agua por parte de la muestra que estuvo sometida a
mayores valores de humedad relativa, puesto que aparece una mayor intensidad en los picos
caracteristicos del agua ( proximos a 18° ) probablemente debido a las condiciones de humedad del

estudio de estabilidad.

No se observa la existencia de diferentes picos en la Talidomida no recristalizada sometida a
condiciones de 25°C y 75% de humedad frente a la Talidomida que permanece en condiciones ambientales
(25°C, 60%), por lo que no detectamos productos de degradacion por difraccion de RX, en las condiciones

determinadas para este estudio de estabilidad.

Por otro lado, al comparar las estructuras de las formas no recristalizadas de Talidomida frente a
las formas liofilizadas de nuestro principio activo, ambas sometidas a condiciones de 25°C, 75% de
humedad y 11 dias ( gréafico 41), se puede observar un gran descenso en la intensidad para la Talidomida
recristalizada, probablemente debido al proceso de liofilizacion. Ademas, también aparecen determinados
picos en la zona caracteristica del agua que seguramente sean debidos a las condiciones de humedad del

estudio de estabilidad.

Estabilidad quimica:

La Talidomida materia prima conservada en condiciones de temperatura de 25° C y humedad del 60

% vy en ausencia de luz y de aire no varia apenas sus propiedades en un afio ( Koch, 1988).

Los estudios de estabilidad quimica se realizaron sobre muestras de Talidomida recristalizada,
sometidas a condiciones de 25° C y 60 % humedad Yy a condiciones de 40° C y 75 % humedad,
comparandolos con los datos obtenidos para la Talidomida materia prima no recristalizada, en las

mismas condiciones de almacenamiento, para periodos de tiempos que no superaron los 6 meses.

El analisis se ha basado en una Unica determinacién de muestra, debido a la gran dificultad en
obtener producto liofilizado, ya que se tiene que trabajar con grandes volimenes y esto conlleva que el
proceso de liofilizacion sea muy largo y que en muchos casos sea necesario repetirlo, puesto que no se

consigue en algunas ocasiones obtener buenas muestras liofilizadas.
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Pero, a pesar de medir una Unica determinacion para cada muestra, se analiza por las dos técnicas
validadas para nuestro principio activo ( espectrofotometria UV visible y HPLC ), contrastando de esta

forma la veracidad de los resultados que se recogen en la tabla 15.

Tabla 15: Estabilidad quimica para la Talidomida materia prima y Talidomida recristalizada

. % INALTERADO
FORMULACION CONDICIONES
3 MESES 6 MESES
25°C 60 % 99,62 % 98,28 %
TALIDOMIDA M.P.NO RECRISTALIZADA
40°C 75% 87,04 % 78,48 %
25°C 60 % 82,53 % 80,72 %
TALIDOMIDA M.P.RECRISTALIZADA
40°C 75% 79,69 % 63,89 %

En los estudios de estabilidad llevados a cabo sobre muestras de Talidomida materia prima frente a
muestras de Talidomida recristalizada, sometidas a condiciones de almacenamiento ( 25° C, 60 %) vy a
condiciones aceleradas ( 40° Cy 75 % ), observamos que las formas no recristalizadas experimenta una
mayor degradacion en condiciones aceleradas de estabilidad, puesto que a los 6 meses alcanzan un valor
de porcentaje inalterado de principio activo del orden de 78,48 %, mientras que estas mismas muestras
sometidas a condiciones de 25° C y 60 % humedad no presentan fenémenos de degradacion, alcanzandose

un valor de 98,28 % de principio activo inalterado.

El proceso de liofilizacion seleccionado para nuestro principio activo da lugar a la formacién de un
polimorfo de Talidomida, caracterizado por presentar un incremento en su velocidad de disolucién. Sin
embargo, como cabria esperar, los estudios de estabilidad nos confirman que la forma recristalizada de
la Talidomida es menos estable, pasando de un porcentaje inalterado de principio activo del orden de
98,28 % para muestras de Talidomida no liofilizada, a un valor de 80,72 % para muestras de Talidomida

liofilizada en condiciones de 25° C y 60 % humedad, para un periodo de tiempo de 6 meses.

Este mismo proceso degradativo es observado en muestras sometidas a condiciones aceleradas de
estabilidad ( 40° C y 75 % humedad ); asi, se pasa de un porcentaje inalterado de principio activo del
orden de 78,48 % para muestras de Talidomida no liofilizada, a un valor de 63,89 % para muestras de

Talidomida liofilizada después de 6 meses de almacenamiento.
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Esto nos permite considerar que, aunque el proceso de liofilizacion disminuye la estabilidad de
nuestro principio activo, no va a ser tan acusado como cabria esperar, puesto que se pone de manifiesto,
por los datos obtenidos del estudio de estabilidad, que existe una mayor influencia del tiempo de
almacenamiento en las muestras de Talidomida no liofilizada que en las muestras de Talidomida

liofilizada.

Por ello, en las muestras de Talidomida no liofilizada en condiciones aceleradas de estabilidad (40°C
y 75% humedad ), se observa una degradacion del principio activo durante todo el tiempo de
almacenamiento ( 87,04 % a los 3 meses y 78,48 % a los 6 meses ), mientras que en las muestras de
Talidomida liofilizada observamos una degradacion muy importante en los tres primeros meses (79,69 %
de principio activo inalterado ) y posteriormente, al ir aumentando el tiempo de almacenamiento, su
degradacion es mas sostenida, alcanzandose al final del estudio de estabilidad ( 6 meses ) y en
condiciones aceleradas ( 40° C y 75 % humedad ), valores inalterados de principio activo del orden de
63,39 %.

Esto nos hace sospechar que las muestras de Talidomida liofilizadas son mas susceptibles a los
procesos de hidrolisis, probablemente debido a la presencia de regiones amorfas o de restos de agua que

son responsables de la mayor degradacion inicial de las muestras de Talidomida liofilizada.



Polimorfos de Talidomida 237
125 DISCUSION PARCIAL

La Talidomida materia prima sometida a procesos de liofilizacion experimenta un gran descenso en

la cristalinidad de su estructura, como se pone de manifiesto en los espectrode R X .

Este descenso en la cristalinidad de su estructura, hace que nuestro principio activo presente una
velocidad de disolucion mucho més rapida que la Talidomida materia prima no recristalizada, ya que /as
formas recristalizadas cumplen el ensayo de disolucion del 80 % de principio activo disuelto en 10 -
15 minutos, mientras que las formas cristalinas ( Talidomida materia prima) alcanzan este

porcentafe de principio activo disuelto a /as 6 horas.

Los estudios de estabilidad quimica acelerados en la Talidomida materia prima recristalizada ponen
de manifiesto que las formas amorfas de nuestro principio activo son mas inestables que las formas
cristalinas, probablemente debido a la presencia de regiones amorfas o de restos de agua, que son los

responsables de la mayor degradacion inicial de la Talidomida liofilizada.
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131 FORMAS LIQUIDAS DE TALIDOMIDA CON CICLODEXTRINAS

Se procede a determinar la solubilidad y la estabilidad de la Talidomida en formas liquidas con CDs,
para ello primeramente calculamos el coeficiente de solubilidad de nuestro principio activo en las formas
liquidas con HPBCD, metoxiCD y »CD, que son las CDs seleccionadas para nuestro estudio y en los
porcentajes de CD del 0 %; 2,5 %; 5 %; 7,5 %; 10 %; 12,5 %; 15 %; 17,5 % y 20 % en medio citrato pH
5(0,375 M) .

A continuacion evaluamos la influencia del pH en la solubilidad de la Talidomida, llevando a cabo
estudios en medio citrato pH 5 (0,375 M ) y en medio citrofosfato pH 6,5 en forma liquida, con la

ciclodextrina de mayor coeficiente de solubilidad para nuestro principio activo.

Por ultimo determinamos la estabilidad de la Talidomida en la forma liquida con la CD vy en el

medio de disolucion seleccionados.
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132 SOLUBILIDAD DE LA TALIDOMIDA A  DISTINTOS
PORCENTAJES DE CICLODEXTRINAS

Se determina el coeficiente de solubilidad en formas liquidas con la HPBCD, metoxiCD y »CD a los
porcentajes ( p/v) de CD de 0%, 2,5% , 5%, 7,5% , 10% , 12,5% , 15% , 17,5% Yy 20% en medio citrato
pH 5 (0,375 M).

La preparacion de las muestras se realiza a temperatura ambiente (25°C), siguiendo el método
analitico de solubilidad de la Talidomida en formas liquidas con CDs. El tiempo de mezcla es de 2 horas,
ya que, transcurrido este tiempo, se cuestiona si el complejo contendria solo el farmaco intacto o bien

algunos de sus productos de hidrdlisis.

Los analisis se realizan mediante técnica espectrofotométrica, con lecturas a A de 299 nm, que es la

de maxima absorcién para nuestro principio activo.

A partir de los datos de absorbancia para los complejos de inclusién de Talidomida con CDs,

podemos representar la isoterma de solubilidad para nuestro principio activo en la grafica 42.

ISOTERMA DE SOLUBILIDAD PARA LA TALIDOMIDA CON CDs
EN MEDIO CITRATO pH 5 (0,375 M)

0 T T T T T T T T
0 19 38 57 76 95 115 133 153

[CD] mM

Concentracion Talidomida disuelta con metoxiCD (mM)
—— Concentracion Talidomida disuelta con gammaCD (mM)
—4A— Concentracion Talidomida disuelta con HPBCD (mM)

gréfica 42 : Isoterma de solubilidad para la Talidomida en complejos de inclusién con CDs
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Al analizar los efectos de varias concentraciones de metoxiCD, CD e HPBCD en el complejo de
inclusion con Talidomida, obtenemos una relacidn lineal entre las concentraciones de CD y la solubilidad
del complejo. Asi, al aumentar la concentracion de las soluciones de CD, hay mas cavidades de CD

disponibles para acomodar Talidomida ( Krenn, 1992).

Se observa en la isoterma de solubilidad para la Talidomida ( gréafico 42) una cinética de
aceleracion, en la que se producen incrementos en las concentraciones de nuestro principio activo a
medida que aumentan las concentraciones de CDs, dependiendo de la solubilidad acuosa de la CD
utilizada para ello ( Higuchi, 1965; Vianna, 1998). Esta fase de aceleracion muestra una curva tipo AL,
igual que la Anandamida en complejo de inclusion con dimetil SCD y con HPBCD (Jarho, 1996); el agente
antimalarico Artemisinina con los derivados de SCD ( Usuda,2000 ) y la Espirinolactona con HPBCD
(Jarho, 2000).

La solubilidad para nuestro principio activo en complejo de inclusion con metoxiCD, yCD e HPBCD
en las proporciones ( p/v) ensayadas en nuestro estudio, aumenta de forma lineal con el aumento de CD.
Asi se logra incrementar la solubilidad de nuestro principio activo con la formacion de complejos de
inclusion con CDs, obteniéndose los mayores valores de coeficiente de solubilidad para la Talidomida con
el empleo de la HPBCD.

La solubilidad acuosa del farmaco sin acomplejar, aumenté de 50 xg/ ml ( Schumacher,1965;
Williams, 1965) a 266 ng/ml con el complejo de HPBCD en proporcion ( p/v) al 20% y a 162 xg/mly 160
ug/ml con complejos de metoxiCD y »CD, respectivamente, en proporciones (p/v) al 20%. Por tanto,
corroboramos los datos de Koch ( 1988) al afirmar que la solubilidad de la Talidomida tras la formacién
de complejos de inclusion con diferentes tipos de CDs esta en relacién directa con el tipo y con la cantidad

de CD empleada.

A continuacion procedemos a calcular la constante de estabilidad ( Kc ) para los complejos de
inclusion de Talidomida con las CDs, mediante una expresién matematica no lineal que utiliza las
pendientes de la isoterma de solubilidad para nuestro principio activo ( grafica 42) y la solubilidad del
farmaco en el medio donde se forma el complejo con la CD; asi, segun Piel (1998), la constante de

estabilidad de un complejo de inclusién con CD se puede deducir de la expresion:

Kc=S/So(1-S)

Donde:

Kc:constante de estabilidad del complejo de inclusion
S:pendiente de la curva de solubilidad
So: solubilidad del principio activo en ausencia de CD
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De esta forma, obtenemos los valores mas bajos de constante de estabilidad para los complejos de
inclusion de Talidomida con la »CD, con valor de Kc = 26 M "y para el complejo de inclusion con la
metoxiCD es de 31 M ', mientras que el mayor valor de constante de estabilidad lo presenta los

complejos de inclusién de nuestro principio activo con la HPBCD, con valor de Kc =36 M.

Los datos experimentales que se han obtenido en los ensayos de solubilidad para la Talidomida en
complejos de inclusién con CDs en medio citrato pH 5 ( 0,375 M) pueden variar con los encontrados en
la bibliografia, ya que siempre existe un nivel de cantidad de complejo PA : CD disuelto para cada
concentracion de Talidomida y ademas la CD varia en el nimero de sustituyentes, lo que afecta a la
capacidad de formacion de complejo de inclusion PA:CD y a su solubilidad. Por otro lado, el grado de
sustitucion no solo varia entre los fabricantes de las CDs, sino también entre los lotes individuales de
producto ( Krenn, 1992).

No se ha ensayado con la SCD porque segun determinados autores ( Krenn, 1992) el empleo de la
HPBCD en soluciones (45% p/v) para la formacion de complejos de inclusion con la Talidomida
incrementa marcadamente la solubilidad acuosa de este principio activo ( mas de 45 g/100 ml), lo que
representa unas 30 veces més que la ACD; ademas, esta CD presenta una solubilidad acuosa de 1,85
0/100 ml (Uekama 1996 ).

Estos buenos datos de solubilidad de la Talidomida con los complejos de inclusién de HPBCD
también se obtienen para otros principios activos lipofilicos, como la Amandamida, acomplejada con la
HPBCD en soluciones al 10% (p/v), que aumenta considerablemente su solubilidad acuosa ( Jarho, 1996);
el Nifedipino, que en complejos con HPBCD logra aumentar su solubilidad, lo que repercute en su
biodisponibilidad, presentando un efecto terapéutico mas prolongado ( Wang, 1993); y la Flutamida, que
en complejos con HPBCD en proporciones de CD del 50% (p/v), experimenta un incremento en su

solubilidad del orden de 170 veces mas que el principio activo solo ( Zuo, 2000).

Una vez que hemos seleccionado la HPBCD como la CD mas apropiada para la formacién de
complejos de inclusion con la Talidomida segun nuestras condiciones de trabajo, realizamos otro estudio
de solubilidad del fa&rmaco en medio citrato pH 5 (0,375 M ) y a temperatura ambiente ( 25°C ) en
soluciones de CD en porcentajes( p/v) de 25 % y 50 %, no superdndose este ultimo valor pues podriamos
encontrarnos que se empeorarian las caracteristicas farmacotécnicas del principio activo debido a la gran
cantidad de CD.

El interés de este estudio fué el observar la solubilidad de la Talidomida a mayores concentraciones
de CD, ya que autores como Krenn (1992) emplean altos porcentajes de CD ( 45% p/v de HPBCD),

obteniendo excelentes resultados para la solubilidad del principio activo.
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En la gréfica 43 se representa la solubilidad de la Talidomida con complejos de HPBCD a altos
porcentajes de CD.

SOLUBILIDAD DE LA TALIDOMIDA A ALTOS PORCENTAJES
CON HPBCD EN MEDIO CITRATO pH 5 (0,375 M)
3.5 50 %
3 _
254
= 0
e 24 2,53 ,/9 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
< 15[ - D -
l _
0,5 -
0
192 384
[CD] mM
O CONCENTRACION TALIDOMIDA (mM)

grafica 43 : Solubilidad de la Talidomida con HPBCD en medio citrato pH 5 (0,375 M)

Como cabia esperar, hay un aumento del coeficiente de solubilidad para la Talidomida con el

aumento de porcentajes (p/v) de CD, al haber disponibles mas cavidades de CD, que pueden asi acomodar
mas moléculas de Talidomida .
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13.3 SOLUBILIDAD DE LA TALIDOMIDA EN DISTINTOS MEDIOS DE
DISOLUCION

Una vez seleccionada la HPBCD como la CD mas apropiada para la formacion de complejos de
inclusion con la Talidomida, debido a que esta CD presenta los mayores valores de coeficiente de
solubilidad para nuestro principio activo en medio citrato pH 5 (0,375 M ), procedemos a evaluar la
influencia del pH en la solubilidad de la Talidomida, para lo cual se llevan a cabo una serie de ensayos de
solubilidad en medio citrato pH 5 (0,375 M) y medio citrofosfato pH 6,5 en formas liquidas a temperatura

de 25°C con la incorporacion de HPBCD en porcentajes (p/v) de 0% , 25% y 50%.

En otros principios activos, tales como el Albendazol, el pH influye en la solubilidad de los complejos
de inclusion con SCD, HPBCD y metil SCD ( Castillo, 1999), por ello evaluamos la influencia del pH en la
solubilidad de nuestro principio activo y elegimos los dos medios de disolucion anteriormente indicados,

en base a los buenos datos de solubilidad que se obtuvieron para nuestro principio activo ( capitulo 11).

La preparacion de las muestras se realiza siguiendo el método analitico de solubilidad para la
Talidomida en formas liquidas con CDs y de igual manera el tiempo de mezcla es de 2 horas, para evitar

de esta forma posibles problemas de inestabilidad de nuestro principio activo.

La ausencia de interferencia del tampon citrofosfato pH 6,5 se realiza por comparacion frente a los
valores de absorbancia de distintas concentraciones de Talidomida frente a la recta de calibrado,
observandose que no existen diferencias significativas en las concentraciones de Talidomida encontradas

cuando se emplea como medio de disolucion el tampon citrofosfato.

La isoterma de solubilidad para la Talidomida con la formacion de complejo de inclusion con

HPBCD en medio citrato pH 5 (0,375 M) y medio citrofosfato pH 6,5 se representa en la gréfica 44.
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SOLUBILIDAD DE LA TALIDOMIDA CON HPBCD EN
MEDIO CITRATO pH 5 (0,375 M) Y MEDIO CITROFOSFATO pH 6,5

50 %

25%

[PA] mM
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0 192 384
[CD] mM

O CONCENTRACION TALIDOMIDA (mM) MEDIO CITRATO pH 5 (0,375 M)
B CONCENTRACION TALIDOMIDA (mM) MEDIO CITROFOSFATO pH 6,5

grafica 44 : Solubilidad de la Talidomida con HPBCD en distintos medios de disolucién

El estudio comparativo de solubilidades para la Talidomida en formas liquidas, tras la formacién de
complejos de inclusién, con incorporacion de HPBCD en los porcentajes de 0 %; 25 % y 50 % en medio
tampon citrato de pH 5 ( 0, 375 M ) y medio citrofosfato pH 6,5 , pone de manifiesto que a porcentajes
bajos de CDs ( de 0 % al 25 % ) no se observa una influencia del medio de disolucion en la solubilidad de
la Talidomida, obteniéndose para un 25 % de ciclodextrina concentraciones disueltas de Talidomida en
medio citrato de pH 5 ( 0, 375 M ), y para el medio citrofosfato de pH 6,5 valores muy semejantes
proximos a 1,9 mM.

Cuando aumentamos la concentracién de CD a un 50 % , las concentraciones de Talidomida en
medio citrato pH 5 ( 0, 375 M) y medio citrofosfato de pH 6,5 también estan en torno a 2,9 mM.

Por ello, nuestros estudios sobre la influencia del pH en las soluciones al 0%, 25% y 50% (p/v) con
HPCD en los medios de pH 5 y 6,5 no indican diferencias significativas en los niveles de farmaco
acomplejado. Krenn (1992) tampoco encontré influencia del pH en las soluciones de nuestro principio
activo en los medios de pH 3,5a 7.
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Sin embargo, parece ser que la temperatura si influye en la solubilidad del complejo con nuestro
principio activo, ya que Krenn (1992) consigue una concentracion de farmaco acomplejado con HPBCD
soluble de casi 4 mg/ml elevando la temperatura de las soluciones a 70°C; pero nosotros hemos trabajado
a temperatura ambiente ( 25°C) en base a los resultados de estabilidad que se obtuvieron para nuestro
principio activo en solucién patrén ( capitulo 10 ). En otros principios activos, como es el caso de la
Flutamida en complejos de inclusién con HPBCD, la solubilidad del farmaco aumenta proporcionalmente

con la temperatura ( Zuo, 2000 ).

De los estudios de solubilidad de la Talidomida en medio citrato pH 5 ( 0,375 M ) y medio
citrofosfato pH 6,5 en formas liquidas, con incorporacion de HPBCD en los porcentajes de CD de 0 %; 25
%y 50 %, se puede concluir que no hay diferencias significativas en los coeficientes de solubilidades
para la Talidomida en el rango de porcentajes de 0 % a 25 %, cualquiera que sea el medio de disolucion

empleado.

Otro ejemplo de formas liquidas donde se alcanza una considerable mejora en la solubilidad del
farmaco, con incorporacion de derivados de SCDs en porcentajes que van hasta el 50%, lo constituye el
Loteprednol (Bodor, 2000).
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13.3 ESTABILIDAD DE LA TALIDOMIDA EN FORMAS LIQUIDAS CON
cD

Segun datos de Krenn (1992), la mejora de la solubilidad acuosa de los complejos de Talidomida con
HPBCD, mejora la estabilidad del farmaco. Asi, una vez seleccionada la HPBCD como aquella que
presenta mayor coeficiente de solubilidad para nuestro principio activo en medio citrato pH 5 (0,375 M ),
procedemos a evaluar la estabilidad que presenta la Talidomida en formas liquidas con distintas
relaciones ( p/p ) de PA: HPBCD en el medio.

Para ello preparamos soluciones de Talidomida y HPBCD en medio citrato pH 5 ( 0,375 M ) en las
proporciones (p/p) 1:1; 1:2; 1:5 y 1:9, presentando todas ellas como concentracion inicial de principio
activo 50 ug/ml, segin el método analitico de formas liquidas para Talidomida. A continuacién las
muestras se conservan en condiciones de estabilidad de 25° C de temperatura y 60 % de humedad relativa

durante un periodo de tiempo de 15 dias, analizandose por HPLC.

En los analisis cromatogréaficos se observa que el tiempo de retencion para la Talidomida, ( 5,8
minutos ) y para el complejo de Talidomida: HPBCD ( 4,9 minutos ) estan préximos, lo que indica mucha
cercania entre la Talidomida materia prima y el complejo de Talidomida con la HPBCD; pero el hecho de
que el tiempo de retencién sea menor para el complejo de Talidomida con HPBCD que para nuestro

principio activo solo, indica que el complejo es mas hidréfilo que la Talidomida ( Koch, 1988 ).

Apoyandonos en la curva de calibracion para la Talidomida en HPLC, calculamos los valores del
porcentaje medio de Talidomida que permanece inalterado, al cabo del periodo de tiempo del estudio, en

las condiciones determinadas anteriormente (+SD ), representandose en la gréfica 45.

ESTABILIDAD TALIDOMIDA EN FORMAS LIQUIDAS
CON DISTINTOS PORCENTAJES DE HPBCD
EN MEDIO CITRATO pH 5 (0.375 M)
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grafico 45: Estabilidad de la Talidomida en formas liquidas con HPBCD (25°C,60%,15 dias )



250 Complejos de inclusion por incorporacion de ciclodextrinas

De los datos de este estudio de estabilidad de la Talidomida en formas liquidas con distintos
porcentajes de HPBCD y en medio citrato pH 5 (0,375 M ), observamos que el porcentaje de Talidomida
permanece inalterado cuando la ciclodextrina ( HPBCD ) se encuentra en el medio, en proporcion 1:5
(p/p) o superior, mientras que cuando el porcentaje de ciclodextrina ( HPBCD ) es inferior y del orden de

1:1 (p/p), obtenemos una disminucioén en la estabilidad de la Talidomida.

Asi, con proporciones de PA : CD ( HPBCD ) del orden de 1:1 (p/p), obtenemos una marcada
degradacion del principio activo, presentando valores de Talidomida inalterado de s6lo un 77,41 % +7,54
, mientras que el complejo 1:2 PA : HPBCD presenta unos valores de estabilidad de 82,05% +5,34. Este
resultado nos lleva a concluir que la HPBCD en relaciones 1:2 (p/p) puede mejorar la estabilidad de la
Talidomida en solucion en medio citrato pH 5 ( 0, 375 M) segln nuestras condiciones de trabajo. Aunque
los complejos de inclusion de Talidomida con HPBCD en proporciones (p/p) 1:5 y 1:9 presentaron
mejores valores de estabilidad, la gran cantidad de CD que se tiene que incorporar en estas formulaciones

hace que la rechacemos en futuros estudios.

Otros autores ( Krenn, 1992) también sefialan que los complejos de Talidomida con HPBCD mejoran
la estabilidad del fArmaco, ya que obtienen niveles de degradacion del principio activo similares en
muestras congeladas y en muestras preparadas a temperatura ambiente, pasando de un valor de semivida
de 2,1 horas en solucion acuosa en ausencia de CD, a otro valor de 4,1 horas en solucion diluida con
HPBCD. Otro ejemplo de formas liquidas que consiguen mejorar la estabilidad del principio activo es la

Fenotiazina, en complejos con derivados de SCD del orden ( pa: CD) 1:1y 1:2 ( Lutka, 2000).
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135 COMPLEJOS DE INCLUSION DE LA TALIDOMIDA CON CDs

Los complejos de inclusién de la Talidomida con la HPBCD se preparan en proporcion (p/p) de
PA:CD, del orden 1 : 1 y 1 : 2, segin el método de obtencion de dispersiones solidas. Se eligen estas
relaciones en peso, ya que la relacion 1:2 PA : HPBCD nos permite obtener buenos datos de estabilidad
y en caso de que se produzcan aumentos marcados en la velocidad de disolucion en la Talidomida, en
proporciones 1 : 2 frente a 1 : 1, se realizara un posterior proceso de liofilizacién que nos permita

estudiar mayores porcentajes de complejos de Talidomida con HPBCD.

A continuacion, se aplica un proceso de liofilizacion en un liofilizador tipo TELSTAR L 3°.

Al comienzo de la liofilizacidn se mantienen las muestras durante un periodo de tiempo de 2 horas a
la temperatura de (— 50° C) y a las 24 horas comienza el proceso de desecacion; la temperatura es de (-
25° C) y a las 48 horas de (-11° C), para terminar el ciclo a las 72 horas con un valor de temperatura de
26° C. Como ya se indica en el proceso de liofilizacion de la Talidomida materia prima, no se aplica una

desecacion secundaria por problemas de inestabilidad de nuestro principio activo ( Krenn, 1992).

El vacio de la cAmara durante las primeras 48 horas es de 0,04 mbs, equilibrandose a las 72 horas a

valor de 0,02 mbs.

Todos los ciclos de liofilizacion fueron semejantes y sus variaciones son debidas Unicamente a una

mayor duracion del ciclo por presentar mayores volumenes a liofilizar.
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13.6 CARACTERIZACION DE [OS COMPLEJOS DE INCLUSION DE
TALIDOMIDA CON HPBCD

En la caracterizacion se determina el aspecto fisico y la estructura cristalina de los complejos de

inclusion de Talidomida con HPBCD.

Aspecto fisico. para el complejo de inclusion 1:1 PA:HPBCD comoparal:2 PA:HPBCD esde

un aspecto pulverulento, de color blanco, exfoliable, inodoro , seco y de facil manejo.

Rayos X: Esta técnica nos permite evaluar los cambios en la cristalinidad de las mezclas fisicas de
Talidomida con HPBCD en proporciones 1 : 1 y 1: 2 frente a los complejos de inclusion de Talidomida:
HPBCD (1:1) (1:2).

Asi, en la grafica 46 se representa el difractograma de la mezcla fisica PA : HPBCD (1:1),
observandose la presencia de picos méaximos de intensidades que coinciden con los maximos de la
Talidomida materia prima frente al difractograma del complejo de inclusion de PA: HPBCD (1:1 ), en

donde aparece un descenso acusado en los valores de intensidades.

En la grafica 47 se representa el difractograma de la mezcla fisica PA : HPBCD (1:2), observandose
la presencia de picos maximos de intensidades que coinciden con los maximos de la Talidomida materia
prima frente al difractograma del complejo de inclusion de PA : HPBCD (1:2), en donde también se

observa un descenso en los valores de intensidad.

En el complejo de inclusion PA : HPBCD (1:1) se observa un descenso de intensidad en algunos de
los planos de difraccién, pero en el complejo PA : HPBCD ( 1:2 ) el descenso en los valores de
cristalinidad es mucho més acusado, llegando a aparecer Unicamente picos para los maximos que tenian

mayores valores de intensidades relativas.

Mediante los difractogramas de RX se observa que el proceso de recristalizacion de las mezclas
fisicas de Talidomida con HPBCD presenta unas caracteristicas amorfas y esta pérdida de cristalinidad

puede influir sobre la velocidad de disolucion de distintos complejos de inclusion.
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grafica 46 : Difractogramas de la mezcla fisica PA : HPBCD (1: 1) (azul)

frente al complejo de inclusion PA : HPBCD (1 : 1) (rojo)
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grafica 47 : Difractogramas de la mezcla fisica PA : HPBCD (1 : 2) (azul)

frente al complejo de inclusion PA : HPBCD (1 : 2) (rojo)
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13.7 DISOLUCION DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION DE
TALIDOMIDA CON HPBCD

Los valores disueltos de los complejos de inclusién recristalizados de Talidomida con HPBCD, en
las proporciones (p/p) 1:1 y 1:2 , junto con los valores disueltos de Talidomida materia prima sin

recristalizar, se representan en la gréafica 48.

% DISUELTO DE TALIDOMIDA CON LOS COMPLEJOS
DE INCLUSION TALIDOMIDA: CICLODEXTRINA EN LAS
PROPORCIONES 1:1Y 1:2 FRENTE A MATERIA PRIMA
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o
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—&— 1.1 PA:HPBCD B 1:2 PA:HPBCD A— TALIDOMIDA MAT.PRIMA

grafica 48: Disolucion de los complejos de inclusién de Talidomida con HPBCD

Con ambas formulaciones ( 1:1 PA:HPBCD y 1:2 PA:HPBCD ) se consigue incrementar
marcadamente el porcentaje disuelto de principio activo en funcién del tiempo, frente a los valores de
disolucion que se obtienen con la Talidomida materia prima; por lo que se puede afirmar que los
complejos de inclusion de Talidomida con CD, obtenidos tras procesos de liofilizacion, incrementan

significativamente la velocidad de disolucién de nuestro principio activo.

A continuacion se recogen en la tabla 16 los porcentajes disueltos de Talidomida a los cinco minutos
para la Talidomida materia prima sin recristalizar, Talidomida materia prima recristalizada y los
complejos de inclusién, PA : HPBCD ( 1:1)y (1:2), asi como el tiempo de disolucidn necesario para

alcanzar el 80% disuelto de principio activo en las anteriores formulaciones.
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tabla 16: Ensayos de disolucion para los complejos de inclusion de Tal:HPBCD

Formulacion %as5 TD 80%
TALIDOMIDA MAT. PRIMA 746+ 1,24 6h
TALIDOMIDA MAT. PRIMA RECRISTALIZADA 68,69 =+ 3,55 10" - 15
1:1 (TAL: HPBCD ) RECRISTALIZADA 76,37+ 1,26 5-10
1:2 (TAL: HPBCD ) RECRISTALIZADA 66,73+ 10,14 1lh

En estos perfiles de disolucidn, se aprecia que los complejos de inclusion de Talidomida con HPBCD
producen un marcado incremento en la velocidad de disolucion de nuestro principio activo. Asi, en los
complejos de inclusion 1:1y 1:2 ( TAL : HPBCD ) superan el 80 % disuelto en menos de 60 minutos,
mientras que la Talidomida materia prima s6lo presenta disuelto un 41,4 % + 2,19 para este tiempo de

disolucion.

Otro ejemplo lo constituyen los complejos de inclusion obtenidos también por técnica de liofilizacién
de la Hidrocortisona con HPBCD, que consigue mejorar la solubilidad acuosa del principio activo, de
forma que el porcentaje de disolucion del farmaco a la hora es de 25-40%, comparado con el 5% del
principio activo sin acomplejar con CDs ( Filipovic, 2000); los complejos de inclusion de Albendazol:
HPBCD en proporciones (1:1) que logra incrementar significativamente el grado de disolucion de este
farmaco ( Castillo, 1999) y los complejos de inclusion de la Bropirimina con HPBCD en relaciones (1:1),

gue mejoran en gran medida la solubilidad acuosa de esta sustancia ( Echezarreta, 2000).

ANOVA

El analisis de varianza de los resultados de velocidad de disolucion, a los cinco minutos, para la
Talidomida materia prima sin recristalizar, Talidomida materia prima recristalizada y las formulaciones
con CDs en las proporciones (p/p) 1:1 y 1:2 se representa en las tablas 17 y 18 respectivamente.
Proporcionan un valor de F = 52,78 con P< 0,0001, por lo que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados de disolucion de Talidomida materia prima con el resto de las

formulaciones recristalizadas.
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El analisis por comparaciones multiples, muestra que la Talidomida materia prima presenta una

velocidad de disolucion estadisticamente inferior al resto de las formulaciones ( P< 0,05 ), no

encontrandose diferencias significativas entre la Talidomida materia prima recristalizada y las

formulaciones con complejos de inclusion con CDs.

Tabla 17 : ANOVA TALIDOMIDA MATERIA PRIM A/ TALIDOMIDA MATERIA PRIMA RECRISTALIZADA

ANALISIS DE VARIANZA
- SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE
FORMULACION CUADRADOS | LIBERTAD | CUADRADOS VALOR DE F | VALOR DE P
INTERGRUPOS 9042,75 3014,25 52,78 0,0000
INTRAGRUPOS 456,9 57,1125
TOTAL 9499,65
Tabla 18 : ANALISIS CONTRASTES PARA P=95 % POR EL METODO DE
LA MENOR DIFERENCIA SIGNIFICATIVA (LSD )
FORMULACION | MUESTRAS | MEDIA | HOMOGENEIDAD | CONTRASTE | DIFERENCIAS | AIMITES
GRUPOS
A: Talidomida
Mat prima sin 3 7,46667 | X AlC #61,2 +14,2292
Recristalizar
B: complejo
1-2 Tal- CD 3 65,7333 X A/D +68,8333 | #14,2292
C: Talidomida
Mat prima 3 68,6667 X AlB +58,2667 | +14,2292
Recristalizada
D: complejo )
1:1 Tal:CD 3 76,3 X C/D 7,63333 | £14,2202
C/B 2,93333 +14,2292
D/B 10,5667 +14,2292

El andlisis de varianza de los resultados de velocidad de disolucién, a los quince minutos, del

principio activo sin recristalizar, recristalizado y en formulacion con CDs en proporciones (p/p) 1:1y 1:2,

se representa en las tablas 19 y 20, respectivamente. Proporcionan un valor de F = 88,61 con un valor de
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P<0,0001, por lo que existen diferencias estadisticamente significativas entre los resultados de disolucién

de la Talidomida materia prima con el resto de formulaciones recristalizadas.

Curiosamente se observa la presencia de un grupo homogéneo entre la Talidomida recristalizada y

los complejos de inclusion, con una mayor proporcion de CD (1:2 PA:CD), mientras que en el complejo

en proporcion 1:1 PA:CD es el que presenta una mayor velocidad de disolucion, con valores cercanos al

99 %.

Tabla 19 : ANOVA TALIDOMIDA MATERIA PRIMA / TALIDOMIDA MATERIA PRIMA RECRISTALIZADA

ANALISIS DE VARIANZA
, SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE
FORMULACION CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS VALORDE F | VALOR DE P
INTERGRUPQOS 11937.6 3 3979,21 88,61 0,0000
INTRAGRUPQOS 359,267 8 44,9083
TOTAL 12296,9 11
Tabla 20 : ANAL SIS CONTRASTES PARA P=95 % POR EL METODO DE
LA MENOR DIFERENCIA SIGNIFICATIVA (L SD)
FORMULACION | MUESTRAS | MEDIA | HOMOGENEIDAD | CONTRASTE | DIFERENCIAS | A IMITES
GRUPOS
A: Talidomida
Mat prima sin 3 15,767 |X AlC +68,167 (*) | +12,6177
Recristalizar
B: complejo
1:2 Tal- CD 3 73,267 X A/D +83,367 (*) | #12,6177
C: Talidomida
Mat prima 3 83,933 X A/B #57,500 (*) | #12,6177
Recristalizada
D: complejo _ *
1:1 Tal:CD 3 99,133 X C/D 15,200 (*) | #12,6177
C/B 10,667 +12,6177
D/B - 25,867 (*) | #12,6177

* denota una diferencia estadisticamente significativa
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Por otra parte, no encontramos mejora en los porcentajes de disolucion a medida que aumentamos la
concentracion de CD en el complejo. Este resultado, unido a la dificultad en la dosificacion que se
encontraria en la utilizacion de mayores proporciones de Talidomida : ciclodextrina, nos lleva a
seleccionar la proporcion (p/p) de PA: HPBCD (1:2) como la méas adecuada, al presentar una mejora
significativa en los perfiles de disolucion, a la vez que aumenta la estabilidad de nuestro principio activo

cuando se compara con proporciones menores de complejos con CDs.

Un resultado similar se ha obtenido con distintos principios activos. Asi, la Bromhexina acomplejada
con la #CD, en complejos de relacion de PA:CD del tipo 1:1, han resultado una mejora en la solubilidad
y un notable incremento en el perfil de disolucion del farmaco ( Ammar, 1995); la Glicazida en complejos
con ACD en relacion 1,5 : 1 ( Ozkan, 2000) y el paracetamol en dispersion solida con g CD, mejora su

solubilidad y su grado de disolucién ( Tasic, 1992 ).

El Nifedipino liofilizado con 2- HPBCD mejora su grado de disolucién, solucionando de esta forma
sus problemas de biodisponibilidad en formas sélidas ( Wang, 1993), ya que este principio activo sélo
alcanza a la hora un porcentaje disuelto del orden de 22,6 % + 0,6, mientras que en complejo con la
HPBCD alcanza un 50 % de principio activo disuelto a los 9,1 # 0,2 minutos y a la hora se disuelven 92,9
#+ 1,3 % de farmaco. Asi, las formas liofilizadas de Nifedipino con la HPBCD ( 1/3 p/p ) fueron
seleccionadas por mejorar considerablemente, tanto “in vitro” como “in vivo”, la farmacocinética de
este farmaco ( Wang, 1993) y de forma descendente desde la relacién 1:2, 1:1, 2:1 y peor en la relacién
3:1.



Complejos de inclusion por incorporacion de ciclodextrinas 259

13.8 DISCUSION PARCIAL

De Jos estudios de solubilidad de la Talidomida en formas liquidas con incorporacion de varios
tipos de CDs a distintos porcentajes y en medio citrato de pH 5 ( 0,375 M ) segun nuestras condiciones de
trabajo, se obtuvieron los mejores resultados en grado de disolucion de nuestro principio activo en
los complejos de inclusion de Talidomida con HPBCD, pasando de una concentracion de principio
activo disuelto sin adicion de CD, de 0,1659 +5,29 x 107 umoles a un valor de concentracion del orden
de cuatro y ocho veces superior con porcentajes de HPBCD de 5 % y de 10 % respectivamente, que son

valores viables para una formulacion.

Mediante expresiones matematicas se calcularon las constantes de estabilidad de los diferentes
complejos de inclusién de Talidomida con CD, obteniéndose el mayor valor de constante para el complejo
formado con HPBCD, lo que nos indica que de todos los complejos formados con las ciclodextrinas
ensayadas, el complejo con HPBCD es el méas estable para nuestro principio activo en nuestras

condiciones de trabajo.

De los estudios de solubilidad de Talidomida en formas liquidas con HPBCD en medio citrato de pH
5 (0,375 M) frente a medio citrofosfato de pH 6,5 y en nuestras condiciones de trabajo, se obtiene que a
valores inferiores del 25 % de ciclodextrina no hay influencia del medio y a valores del 50 % hay

mayor solubilidad de nuestro principio activo en medio citrato de pH 5 (0,375 M ).

De los estudios de estabilidad de la Talidomida en formas liquidas con HPBCD en medio citrato de
pH 5 ( 0,375 M ) y en nuestras condiciones de trabajo se deduce que e/ porcentaje de Talidomida
permanece inalterado cuando la ciclodextrina se encuentra en el medio en proporcion 1:2 (p/p) o

superior de PA:CD

Los porcentajes de disolucion para nuestro principio activo a los 5 minutos en complejos de inclusién
de la Talidomida con la HPBCD, en proporciones (p/p) 1:1y 1:2 es de 76,37 +1,26 y de 66,73 + 1,01
respectivamente, frente a los 7,46 % + 1,24 que presenta la Talidomida materia prima y los 68,69 % +
3,55 de la Talidomida recristalizada. Por otro lado, e/ 80 % disuelto se alcanza en 6 horas para la
Talidomida materia prima, de 10 a 15 minutos para la Talidomida recristalizada y para [os

complefos 1:1 y 1.2 PA: HPBCD se necesitan de de 5-10 minutos y 1 hora respectivamente.

Por todo ello se selecciona la HPBCD como la ciclodextrina mds apropiada para la formacion de
formas liquidas y solidas con Talidomida, debido a su alta solubilidad acuosa superior al resto, a su
mayor valor de la constante de estabilidad del complejo frente al resto de las otras CDs, y por no tener
toxicidad oral detectable ( Wang, 1993).
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14

FORMULACIONES DE TALIDOMIDA
CON ALBUMINA Y CROSPOVIDONA
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14.1 FORMAS LIQUIDAS DE TALIDOMIDA CON ALBUMINA

Se preparan unas formas liquidas de Talidomida con ovoalbuimina, ya que la crospovidona forma

suspensiones.

Las soluciones de albumina se preparan en medio citrato pH 5 (0,375 M ) y en las relaciones (p/p)
(Tal : alb) 1:1; 1:2; 1:5y 1:9, segun el método analitico de formas liquidas de Talidomida con albimina,

presentando todas ellas una concentracion inicial de principio activo de 80 wg/ml.

14.2 ESTABILIDAD DE LA TALIDOMIDA EN FORMAS LIQUIDAS CON
ALBUMINA

Para poder determinar la estabilidad de la Talidomida en formas liquidas con albimina, se somete a
las soluciones descritas anteriormente a condiciones de almacenamiento de 25° C y humedad del 60%, a

un periodo de almacenamiento de 15 dias .

De los datos del anélisis espectrofotométrico, se aprecia una mayor estabilizacion de la Talidomida a
medida que aumenta la cantidad de albumina, tal como se representa en la grafica 49; asi, en las
proporciones de Tal:Alb de tipo 1:1, el porcentaje de Talidomida inalterado es de 66,89 ( # 3,24 )
mientras que, con mayores incrementos de albdmina del orden de 1:9, el porcentaje inalterado de

principio activo es de 90,32 (#2,31).

Para proporciones de Tal: Alb del orden de 1:2 y 1:5, el porcentaje inalterado de Talidomida es muy

similar, siendo del orden de 73,68 (+0,76 ) y de 70,08 (+1,05) respectivamente.
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ESTABILIDAD TALIDOMIDA EN FORMAS LIQUIDAS
CON ALBUMINA EN MEDIO CITRATO
pH 5 (0.375 M) a 25° Cy 60 % HR durante 15 dias
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gréafica 49: Estabilidad de la Talidomida en formas liquidas con albimina (25°C, 60%, 15 dias)

Si tenemos en cuenta que una solucidon patron de Talidomida conservada en condiciones de
temperatura de 25° C y de humedad del 60 %, al cabo de 15 dias presenta un porcentaje de Talidomida
inalterada del orden del 7% , podemos observar que la albumina empleada en la formacion de tales

soluciones ejerce sobre nuestro principio activo un efecto estabilizador en todas las proporciones de

Talidomida : albumina ensayadas.

Cuando comparamos los valores de estabilidad para la Talidomida en formas liquidas con CDs y
con albimina en proporciones de principio activo:excipiente del orden de 1:1, 1:2; 1:5 y 1:9,
almacenadas durante un periodo de tiempo de 15 dias en condiciones de temperatura de 25° C y de 60%
de humedad, se observa que, aunque se alcanzan los mayores valores de estabilidad para nuestro
principio activo en complejos con CDs, los datos obtenidos de las soluciones con albimina no se

diferencian mucho de los obtenidos con CDs en proporciones ( p/p ) del orden 1:2 y 1:9, tal como se

representa en la grafica 50.
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ESTABILIDAD TALIDOMIDA EN FORMAS LIQUIDAS
CON DISTINTOS PORCENTAJES DE HPBCD Y ALBUMINA
EN MEDIO CITRATO pH 5 (0.375 M)
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gréafica 50 : Estabilidad de la Talidomida en formas liquidas con HPBCD y albdmina (25°C, 60%, 15 dias)

Asi, para relaciones (p/p) de 1:1y 1:5 de PA : CD, los porcentajes de principio activo inalterado son
del orden de 77,41 (+7,54 ) y de 99,5 (# 6,3 ) respectivamente, mientras que para las proporciones (p/p)
de 1:1y 1:5 de PA : ALB, los valores inalterados para nuestro principio activo son de 66,89 (#3,24 )y de
70,08 (#1,05) respectivamente.

En funcion de los resultados de la grafica 50, podemos considerar que no existen grandes
diferencias entre las respectivas formulaciones de Talidomida con CD frente a las formulaciones de
Talidomida con albumina , en cuanto a valores de estabilidad se refiere, para nuestro principio activo en

nuestras condiciones de almacenamiento a las proporciones (p/p) de 1:2 y de 1:9.

Debido a la cantidad de excipiente que se tiene que incorporar a la formulacion con albdmina, se

selecciona la proporcion (p/p) 1:2 TAL:ALB para posteriores estudios de nuestras soluciones.
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14.3 DISPERSIONES SOLIDAS DE TALIDOMIDA CON ALBUMINA Y
CROSPOVIDONA

Las dispersiones solidas de Talidomida con albimina y con crospovidona en medio citrato pH 5
(0,375 M), se preparan incorporando la albimina o la crospovidona en las relaciones (p/p) 1:1y 1:2 de

Talidomida: vehiculo, segin el método analitico de dispersiones sélidas.

A continuacion, se aplica un proceso de liofilizacion en un liofilizador tipo TELSTAR L3 .

Al comienzo de la liofilizacion se mantienen las muestras durante un periodo de tiempo de 2 horas a
la temperatura de (- 50° C) y a las 24 horas comienza el proceso de desecacién; la temperatura es de ( —
25° C) y a las 48 horas de (-11° C) para terminar el ciclo a las 72 horas con un valor de temperatura de
26° C. Como ya se indica en el proceso de liofilizacion de la Talidomida materia prima, no se aplica una

desecacion secundaria por problemas de inestabilidad de nuestro principio activo ( Krenn, 1992).

El vacio de la cAmara durante las primeras 48 horas es de 0,04 mbs equilibrandose a las 72 horas a

valor de 0,02 mbs.

Todos los ciclos de liofilizacion fueron semejantes y sus variaciones son debidas Unicamente a una

mayor duracion del ciclo por presentar mayores volumenes a liofilizar.
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14.4 CARACTERIZACION DE LAS DISPERSIONES SOLIDAS DE
TALIDOMIDA CON ALBUMINA Y CROSPOVIDONA

DISPERSIONES SOLIDAS DE TALIDOMIDA CON ALBUMINA

Se determina el aspecto fisico, la estructura cristalina y la morfologia de las dispersiones solidas de

Talidomida con albdmina en proporciones (p/p) 1:1y 1:2.

_Aspecto fisico:

Todas las muestras de las dispersiones sdlidas de Talidomida con albimina, tanto en proporciones
(p/p) 1:1 como 1:2, tenian aspecto de polvo de color blanco, seco, de facil manejo y con ligero olor a

albdmina, uniforme y homogéneo.

RX:

Esta técnica nos permite comparar las estructuras cristalinas que presentan las dispersiones solidas
de Talidomida con albumina en proporciones (p/p) 1:1 y 1:2 frente a las respectivas mezclas fisicas,
observandose claramente en las dispersiones solidas, una estructura amorfa originada por el proceso de
liofilizacion, mientras que las mezclas fisicas presentan una estructura cristalina tal y como se recoge en

las gréficas 51y 52.
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Grafica 51: Difractogramas de la mezcla fisica Tal:Alb (1:1) ( azul) y la dispersion solida Tal:Alb (1:1) ( rojo)
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grafica 52: Difractogramas de la mezcla fisica Tal:Alb (1:2) (‘azul ) y la dispersidn solida Tal:Alb (1:2) ( rojo)

Cuando se comparan las dispersiones sélidas con albimina, tanto en relacién(p/p) 1:1 como 1:2
TAL:ALB, se observa un ligero descenso en la cristalinidad al aumentar la proporcion de albimina en la

formulacion.

Microscopia electronica:

La morfologia de las mezclas fisicas de Tal:alb en proporciones (p/p) 1:1y 1:2 es comparada con la
de las dispersiones solidas de Tal:alb en relaciones ( p/p ) 1:1y 1:2. Asi, en la microfotografia 5 se puede
observar la estructura de la mezcla fisica Tal: alb (1:1) diferenciandose claramente unas formas
redondeadas que se corresponden con la albimina y unas formas de mayor tamafio con superficie rugosa,
gue se corresponden con la Talidomida, ya que si se compara la microfotografia 2 ( Talidomida materia
prima ) con la microfotografia 5 se distingue perfectamente la estructura que corresponde a cada

sustancia en la mezcla fisica.

Estas diferencias se aprecian més claramente en la microfotografia 6, donde las estructuras estan
aproximadas 350 aumentos, distinguiéndose perfectamente la albimina de la Talidomida segun sus

formas ya descritas.
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Microfotografia 6: morfologia de la mezcla fisica (Tal:alb) (1:1) x 350 aumentos
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En las microfotografias 7 y 8 se aprecia la estructura de la dispersion sélida de Tal : alb en
proporcién ( p/p ) (1:1), aproximada 75 y 350 aumentos respectivamente, observandose el cambio de
forma fisica tras sufrir el proceso de liofilizaciéon. Asi, en primer lugar observamos una acusada
disminucion del tamafio, tanto del principio activo como del vehiculo, y una ausencia de las particulas
esféricas que corresponden a la albumina, apreciandose una estructura fibrosa que atribuimos a la

dispersion de Tal:alb, segun se visualiza en la microfotografia 8 a 350 aumentos.

Por otra parte, la mezcla fisica de Tal : alb ( 1:2 ) se puede observar en las microfotografias 9 y 10
aproximadas 75 y 350 aumentos respectivamente, y como se indica anteriormente para la mezcla fisica
Tal:alb (1:1), se distinguen las formas redondeadas que se corresponden con la albumina y las formas de
mayor tamafio y aspecto rugoso de la Talidomida, aprecidndose mayor numero de formas redondeadas,

puesto que la proporcion en peso de albumina es el doble que de Talidomida.

En las microfotografias 11 y 12 se observa la morfologia de la dispersion solida de Tal : alb en
proporcion ( p/p) ( 1:2 ), aproximada 350 y 3000 aumentos respectivamente, visualizandose el

espectacular cambio fisico y la inclusion de la Talidomida en las moléculas de albumina
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Microfotografia 8: morfologia de la dispersion solida ( Tal:alb) (1:1) x 350 aumentos
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Microfotografia 10: morfologia de la mezcla fisica ( Tal:alb) (1:2) x 350 aumentos
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Microfotografia 12: morfologia de la dispersion sélida ( Tal:alb) (1:2) x 3000 aumentos
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DISPERSIONES SOLIDAS DE TALIDOMIDA CON CROSPOVIDONA

Se determina el aspecto fisico y la estructura cristalina de las dispersiones solidas de Talidomida con

crospovidona en proporciones ( p/p) 1:1y 1:2.

_Aspecto fisico:

Todas las muestras de las dispersiones solidas de Talidomida con crospovidona tenian aspecto de

polvo de color blanco, seco, inodoro y de facil manejo.

RX:

Esta técnica nos permite comparar las estructuras cristalinas de la mezcla fisica (p/p) 1:1
TAL:CROSP frente a la dispersion solida 1: 1 TAL:CROSP en la grafica 53 y la estructura de la mezcla
fisicade 1:2 TAL:CROSP frente a la dispersiéon 1 : 2 TAL:CROSP en la gréfica 54.

En ambas graficas se observa un descenso acusado en los valores de intensidad de las dispersiones
liofilizadas frente a las mezclas fisicas de Talidomida con crospovidona. Sin embargo, cuando
comparamos ambas dispersiones, 1:1 y 1:2 TAL: CROSP, no encontramos una mejora en los valores de

intensidad al incrementar la proporcién de crospovidona en la dispersién.
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14.5 DISOLUCION DE LAS DISPERSIONES SOLIDAS DE TALIDOMIDA
CON ALBUMINA Y CROSPOVIDONA

Los porcentajes de principio activo disuelto para las dispersiones sélidas de Tal: alb en proporciones
(p/p) 1:1y 1:2 se representan frente a los respectivos valores de la Talidomida materia prima en la

gréfica 55.

% DISUELTO DE TALIDOMIDA CON LOS COMPLEJOS DE INCLUSION
TALIDOMIDA : ALBUMINA EN LAS
PROPORCIONES 1:1Y 1:2 FRENTE A MATERIA PRIMA

r — — 100

% TALIDOMIDA DISUELTO

0:00 0:30 1:00 1:30
TIEMPO

—&—1:1 PA'ALB ——1:2 PA:ALB —A— TALIDOMIDA MAT.PRIMA

gréfica 55: Disolucion de las dispersiones solidas de Talidomida con albumina

En la tabla 21 se representan los porcentajes de principio activo disueltos a los cinco minutos, asi
como el tiempo para alcanzar el 80% disuelto de principio activo para las formulaciones de Talidomida
materia prima sin recristalizar, Talidomida materia prima recristalizada y dispersiones sélidas 1:1 y 1:2

de TAL:ALB, respectivamente.

Tabla 21: Ensayos de disolucion para las dispersiones sélidas de Talidomida con albdmina

FORMULACION % alos5” o
80%
TALIDOMIDA MAT.PRIMA 7,46 £1,24 6h
TALIDOMIDA MAT.PRIMA RECRISTALIZADA 68,69 +3,55 | 10" - 15
DISPERSION 1:1 TALIDOMIDA:ALBUMINA 84,66 2,21 <5
DISPERSION 1:2 TALIDOMIDA :ALBUMINA 82,22 +1,08 <5
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De los ensayos de disolucion podemos concluir que entre las dispersiones sélidas de nuestro
principio activo con la albumina no existen diferencias significativas en el valor del porcentaje medio

disuelto de Talidomida ( #SD) en funcién del tiempo .

Pero si se compara estos valores de disolucion de las dispersiones sélidas de Tal:alb con los datos
obtenidos para la Talidomida materia prima sin recristalizar, se observa una gran diferencia, puesto que
con la incorporacion de la albumina se logra una gran aceleracion en el proceso de disolucién de nuestro
principio activo; de esta forma tenemos que a los cinco minutos para la Talidomida materia prima, se
disuelve Unicamente un 7,46 % (+ 1,24 ) de principio activo, alcanzandose la disolucion del 80% de
farmaco en un periodo de tiempo de 6 horas, mientras que tanto para la formulacion 1:1 como para la

formulacion 1:2 de TAL:ALB se obtiene un porcentaje superior al 80% en cinco minutos de ensayo.

Por otro lado, si se comparan los valores del ensayo de disolucion de las formulaciones 1:1y 1:2 de
TAL:ALB con los datos obtenidos de disolucion de la formulacién de Talidomida materia prima
recristalizada, se obtienen mejoras con las formulaciones de alblimina en la disolucién de nuestro
principio activo, de forma que a los cinco minutos con la formulacién de Talidomida recristalizada se
disuelve un 68,69 + 3,55, comparado con los 84,66% +2,21 y con los 82,22 % +1,08 de las dispersiones
1:1 y 1:2 de TAL:ALB, respectivamente. Ademas, el tiempo en alcanzar el 80% de principio activo
disuelto es menor con las formulaciones de albumina, ya sea en la proporcion (p/p) 1:1 como en la 1:2,
puesto que éstas presentan disuelto un 80% de farmaco en tiempos inferiores a los cinco minutos,
mientras que para la formulacion de Talidomida recristalizada el tiempo en alcanzar disuelto el 80% de

Talidomida es de 10 a 15 minutos.

El andlisis de varianza de los resultados de velocidad de disolucion a los 5 minutos para la
Talidomida materia prima sin recristalizar, Talidomida materia prima recristalizada y las formulaciones
con albumina en las proporciones ( p/p ) 1:1y 1:2, se muestran en las tablas 22 y 23, respectivamente.
Proporcionan un valor de F = 474,47 con P< 0,0001, por lo que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados de disolucién de Talidomida materia prima y el resto de las

formulaciones.

Un segundo grupo homogéneo, con valor de velocidad de disolucion cercano al 69%, se obtiene con
la Talidomida materia prima recristalizada, mientras que el tercer grupo estaria formado por las
dispersiones solidas de TAL:ALB en las proporciones en peso 1:1 y 1:2, alcanzando valores de
porcentajes de disolucion a los cinco minutos entre 85 y 89%. Este ultimo resultado nos permite
considerar que el proceso de recristalizacion mejora de forma apreciable la velocidad de disolucion,
mientras que una mejora significativa frente a la Talidomida recristalizada se obtiene con la

incorporacion de crospovidona en estos liofilizados.
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Tabla 22: ANOVA ( TALIDOMIDA MATERIA PRIMA / TALIDOMIDA MATERIA PRIMA RECRISTALIZADA )
ANALISIS DE VARIANZA

SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE
FORMULACION VALOR DE F VALOR DE P
CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS
INTERGRUPOS 12686,1 3 4228,71 474,47 0,0000
INTRAGRUPOS 71,3 8 8,9125
TOTAL 12757,4 11
Tabla 23: ANALISIS CONTRASTES PARA P=95% POR EL METODO DE
LA MENOR DIFERENCIA SIGNIFICATIVA (L SD)
FORMULACION MUESTRAS MEDIA HOMGO RG L%\/OE;DAD CONZ_RAST DIFERENCIAS | #LIMITES
A: Talidomida Mat prima
SinRevristalizar 3 7,4667 | X AlB -61,2 * | 562102
B: Talidomida Mat prima
Recristalizada 3 68,6667 X AlC -77,2*% | #5,62102
C: dispersion 1:1 Tal:alb 3 84,6667 X A/D - 80,9333 * | +5,62102
D: dispersion 1:2 Tal:alb 3 88,4 X B/C -16,0* #5,62102
B /D -19,7333 | #5,62102
C/D -3,7333* | +#5,62102

* Denota una diferencia estadisticamente significativa

El andlisis de varianza de los resultados de velocidad de disolucion a los quince minutos del

principio activo sin recristalizar, recristalizado y en formulaciones con albimina en proporciones en peso

1:1 y 1:2, se muestran en las tablas 24 y 25 respectivamente. Ofrecen un valor de F = 221,37 con

P<0,0001, por lo que existen diferencias estadisticamente significativas entre la Talidomida materia prima

y el resto de las formulaciones, un segundo grupo formado por la Talidomida materia prima recristalizada

y el tercer grupo homogeneo formado por las dispersiones sélidas 1:1y 1:2 de TAL:ALB.
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Tabla 24: ANOVA( TALIDOMIDA MAT. PRIMA / TALIDOMIDA MAT. PRIMA RECRISTALIZADA)
ANALISIS DE VARIANZA
SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE
FORMULACION VALOR DE F VALOR DE P
CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS
INTERGRUPOS 14342,1 3 4780,69 221,37 0,0000
INTRAGRUPOS 172,767 8 21,5958
TOTAL 14514,8 11
Tabla 25: ANALISIS CONTRASTES PARA P=95% POR EL METODO DE
LA MENOR DIFERENCIA SIGNIFICATIVA (L SD)
FORMULACION MUESTRAS MEDIA HOMGO RG I%VOE;DAD CONZRAST DIFERENCIAS |  £LIMITES
A: Talidomida Mat prima
sinRecristalizar 3 15,76667 | X A/B | -681667* | +8,74985
B: Talidomida Mat prima
Recristalizada 3 83,9333 X AlC -817 | +8,74985
C: dispersion 1:1 Tal:alb 3 97,4667 X A/D - 85,4667 * | +8,74985
D: dispersion 1:2 Tal:alb 3 101,233 X B/C - 13,5333 * | +8,74985
B/D -173* +8,74985
C/D - 3,76667 | +8,74985

* denota una diferencia estadisticamente significativa

Si comparamos los valores del ensayo de disolucion de los complejos de inclusién de la Talidomida
con CDs frente a las dispersiones solidas con la albimina, también resulta mas ventajoso la utilizacion
de la albumina en el incremento de la velocidad de disolucion de nuestro principio activo, puesto que a los
cinco minutos, frente a los 76,37% + 1,26 disuelto de principio activo con el complejo de TAL:CD en la
proporcién 1:1, estan los 84,66 % 2,21 disuelto de principio activo con la dispersién de TAL:ALB en la
relacion 1:1y frente a los 66,73 % + 1,01 disuelto de TAL: CD en relacién 1:2 estan los 82,22 % + 1,08
disueltos de Talidomida con la dispersién 1:2 TAL:ALB. Se observa que no existe mejoras en la velocidad

de disolucion cuando se incrementa el porcentaje de albumina en la dispersion.

Estos buenos datos de solubilidad alcanzados con formulaciones de albumina se corroboran con
datos obtenidos para otros principios activos; por ejemplo, la Indometacina con la formacién de
dispersiones sélidas con albimina de huevo liofilizado mejora su biodisponibilidad y ademés presenta una
reduccion de su ulcerogenicidad ( Tsuji, 1993).
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Otros conocidos principios activos, tales como la Prednisolona o la Norfloxacina, en forma de
dispersiones sélidas con ovoalbumina, logran mejorar sus grados de disolucién de forma notable ( Tsuji,
1996).

DISPERSIONES SOLIDAS DE TALIDOMIDA CON CROSPOVIDONA

Los valores medios del porcentaje disuelto de principio activo en las dispersiones sélidas 1:1y 1:2
(p/p) TAL:CROSP en funcidn del tiempo frente a la Talidomida materia prima se representan en la grafica
56.
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grafica 56 : Disolucién de las dispersiones solidas de Talidomida con crospovidona
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En la tabla 26 se recogen los valores del porcentaje disuelto de Talidomida en las formulaciones de
materia prima sin recristalizar, materia prima recristalizada y dispersiones sélidas de TAL:CROSP del
orden 1:1y 1:2, asi como el tiempo en alcanzar el 80% de principio activo disuelto en las mencionadas

formulaciones.

Tabla 26: Ensayo de disolucion para las dispersiones sélidas de Talidomida con crospovidona

FORMULACION % alos5” o
80%
TALIDOMIDA MAT.PRIMA 7,46 1,24 6h
TALIDOMIDA MAT.PRIMA RECRISTALIZADA 68,69 #3,55 | 10" - 15
DISPERSION 1:1 TAL: CROSP 85,97 £5,11 <5
DISPERSION 1:2 TAL : CROSP 85,7 £1,78 <5

De los datos obtenidos de los ensayos de disolucion de las dispersiones sélidas de TAL:CROSP en las
proporciones 1:1 y 1:2 , se puede concluir que entre ambas formulaciones de crospovidona no hay
diferencias, pues en los dos casos se alcanza una disolucién superior al 80% de principio activo en tiempo

inferior a cinco minutos.

Si se compara la velocidad de disolucion de las dispersiones solidas de Talidomida con crospovidona
con los datos de disolucion de la Talidomida materia prima no recristalizada, se obtiene que con la
crospovidona se logra mejorar significativamente la velocidad de disolucién de nuestro principio activo,
ya que frente al porcentaje de 7,46 % + 1,42 disuelto en la Talidomida materia prima a los cinco minutos,
se obtiene la cantidad de 85,97% +5,11y de 85,7 % +1,78 en las dispersiones 1:1y 1:2 de TAL:CROSP,
respectivamente. Ademas, el 80% de principio activo disuelto en la Talidomida materia prima se alcanza a
las 6 horas, mientras que tanto para la formulacién 1:1 como para la 1:2 de TAL:CROSP, el 80% de

Talidomida se alcanza en tiempos inferiores a 5 minutos.

Por otro lado, si comparamos los datos de disolucion de las formulaciones de crospovidona con la
Talidomida materia prima recristalizada, se obtienen notables mejoras en cuanto a la velocidad de
disolucion de nuestro principio activo se refiere, ya que para la Talidomida materia prima recristalizada
se obtiene un valor de 68,69 % #+ 3,55 a los cinco minutos y para las dispersiones sélidas 1:1 y 1:2 de
TAL:CROSP se obtienen los valores 85,97 % +5,11y 85,7% +1,78 , respectivamente. Ademas el 80% de

principio activo disuelto se alcanza a los 10-15 minutos para la Talidomida materia prima recristalizada,
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mientras que para las formulaciones con crospovidona se alcanza el 80% disuelto de Talidomida en
tiempos inferiores a los cinco minutos.

El analisis de varianza de los resultados de velocidad de disolucién a los cinco minutos, para la
Talidomida materia prima sin recristalizar, Talidomida materia prima recristalizada y las dispersiones
s6lidas 1:1 y 1:2 de TAL:CROSP se representa en las tablas 27 y 28, respectivamente. Proporcionan un
valor de F = 101,23 con P<0,0001, por lo que existen diferencias estadisticamente significativas entre la

Talidomida materia primay el resto del grupo.

En el analisis de comparaciones multiples podemos establecer un segundo grupo homogéneo en el
que inluimos a la Talidomida materia prima recristalizada, mientras que el tercer grupo englobaria a las
dispersiones sélidas de Talidomida con crospovidona en proporciones en peso 1:1y 1:2 , representando
este Gltimo grupo mayores velocidades de disolucion, con porcentajes disueltos a los cinco minutos

cercanos al 86%.

Se observa que la diferencia en la velocidad de disolucion entre ambas dispersiones solidas de

Talidomida con crospovidona en relaciones (p/p) 1:1y 1:2 no llega a ser estadisticamente significativa.

Los perfiles de disolucién similares entre la dispersion sélida 1:1 y 1:2 TAL:CROSP se confirman
con los resultados obtenidos en la difraccion de RX, en los que se observ una cristalinidad similar, por lo
gue se podria seleccionar las proporciones (p/p) 1:1 TAL:CROSP para su empleo en posteriores estudios
de estabilidad.
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Tabla 27: ANOVA( TALIDOMIDA MAT. PRIMA / TALIDOMIDA MAT. PRIMA RECRISTALIZADA )

ANALISIS DE VARIANZA
SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE
FORMULACION VALOR DE F VALOR DE P
CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS
INTERGRUPOS 13468,6 3 4489,54 101,23 0,0000
INTRAGRUPOS 354,787 8 44,3483
TOTAL 13823,4 11

Tabla 28: ANALISIS CONTRASTES PARA P = 95 % POR EL METODO DE
LA MENOR DIFERENCIA SIGNIFICATIVA (L SD)

HOMOGENEIDAD | CONTRAST

FORMULACION MUESTRAS MEDIA DIFERENCIAS |  #LIMITES

GRUPOS E
A: Talidomida Mat prima 3 7,46667 |X AlB -612* | +12,5387
B: Talidomida Mat prima 3 68,6667 X A/C | -784667* | +12,5387
C: dispersion 1:1 Tal:crosp 3 85,9333 X A/D - 84,6667 * | +12,5387
D: dispersion 1:2 Tal:crosp 3 92,1333 X B/ C - 17,2667 * | +12,5387

B /D - 23,4667 * | +12,5387

C/D -6,2 +12,5387

* denota una diferencia estadisticamente significativa

El andlisis de varianza de los resultados de velocidad de disolucion a los quince minutos, del
principio activo sin recristalizar, recristalizado y en formulaciones con crospovidona en proporciones en
peso 1:1y 1:2 se representan en las tablas 29 y 30, respectivamente. Proporcionan un valor de F = 144,25
con P <0,0001, por lo que existen diferencias estadisticamente significativas entre la Talidomida materia

prima sin recristalizar y el resto de las formulaciones.

Curiosamente la Talidomida recristalizada y la dispersion solida (1:1) TAL:CROSP no presentan
diferencias significativas ( P< 0,05), mientras que la dispersion (1:2) TAL:CROSP presenta mayores
valores de velocidad de disolucion con diferencias significativas ( P< 0 ,05 ) respecto del resto de las

formulaciones .
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Tabla 29: ANOVA ( TALIDOMIDA MAT. PRIMA / TALIDOMIDA MAT. PRIMA RECRISTALIZADA )
ANALISIS DE VARIANZA

SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE
FORMULACION VALOR DE F VALOR DE P
CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS
INTERGRUPOS 12609,2 3 4203,06 144,25 0,0000
INTRAGRUPQOS 233,1 8 29,1375
TOTAL 12842,3 11
Tabla 30: ANALISIS CONTRASTES PARA P = 95 % POR EL METODO DE
LA MENOR DIFERENCIA SIGNIFICATIVA (L SD)
FORMULACION MUESTRAS | mepia | HOM GO gL’%‘/OES’DAD CoN 7/_:_’?’45 T\ piFERENCIAS | 2L IMITES
A: Talidomida Mat prima
Httii 3 |1576667 X A/B | -68,1667* | +10,1635
B: Talidomida Mat prima
P 3 83,9333 X AIC | -764333* | +10,1635
C: dispersion 1:1 Tal:crosp 3 92,2 X X A/D -78,4* #10,1635
D: dispersién1:2 Tal:ceosp 3 94,1667 X B/C - 8,26667 | +10,1635
B/D - 10,2333 * | +10,1635
C/D -1,96667 #10,1635

* denota una diferencia estadisticamente significativa

Si comparamos los valores de disolucidn de las dispersiones sélidas de nuestro principio activo con

la crospovidona frente a los complejos de inclusion con CDs, se observa que para tiempos de cinco

minutos la disolucién es mejor con formulaciones de crospovidona que con las CDs, ya que frente a los

porcentajes de 76,3 % + 1,26 y de 66,73 % + 1,01 que se obtienen con las formulaciones 1:1y 1:2 de

TAL:CD respectivamente, se encuentran las cantidades de 85,97 % + 5,11 y de 85,7 % # 1,78 de las

dispersiones 1:1 y 1:2 TAL:CROSP, respectivamente; pero tanto para las formulaciones con CDs como

para las que presentan crospovidona, la totalidad disuelta de nuestro principio activo se alcanza a los 90

minutos.
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Al comparar los valores de disolucion de las dispersiones sélidas de Talidomida con crospovidona
frente a las formuladas con albimina, se obtienen los mejores valores de porcentajes medios disueltos de
principio activo en funcién del tiempo con las formulaciones de albdmina, ya que, aunque tanto en la
dispersion con albdmina como en la dispersidon con crospovidona se alcanza el 80% de principio activo
disuelto en tiempos inferiores a cinco minutos, en las formulaciones con albdmina se alcanza mas
rapidamente la total disolucion de nuestro principio activo que en las dispersiones de crospovidona, de
forma que a los 15 minutos esta la totalidad de la Talidomida disuelta tanto en las relaciones 1:1 como en
1:2 de TAL:ALB, mientras que para proporciones 1:1y 1:2 de TAL:CROSP son necesarios 90 minutos

para la total disolucion ( superior al 95% ) del principio activo.

Las dispersiones solidas de Talidomida con crospovidona también presentan buenos datos de
solubilidad, aunque en menor grado que los alcanzados con formulaciones de alblmina, ya que las
dispersiones de Talidomida con crospovidona requieren 90 minutos para disolver la totalidad del
principio activo, mientras que las dispersiones de albumina, tanto en relaciones 1:1 como 1:2, solo
necesitan 15 minutos para alcanzar la total disolucién de la Talidomida. Otros principios activos, como el
Nifedipino, obtienen un notable aumento en el grado de disolucion tras formularse con la hidroxipropil
celulosa por técnicas de atomizacion (Wang, 1993), o bien se incrementa el grado de disolucion del
agente antifungico MFB 1041 con sistemas de dispersiones sélidas con polimeros del tipo de las celulosas
( Toshiya,1996).
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14.6 ESTABILIDAD FISICA DE LAS DISPERSIONES SOLIDAS DE
TALIDOMIDA CON ALBUMINA Y CROSPOVIDONA

Las muestras de las dispersiones sélidas de TAL:ALB en proporciones (p/p) 1:1y 1:2, asi como la
muestra de la dispersién de TAL:CROSP en la relacion (p/p) 1:1, conservados durante un periodo de 11

dias a la temperatura de 25° C y humedad de 75%, son analizadas por RX .

En estos estudios de estabilidad se comprueba que, la humedad ambiental favorece la
recristalizacion del principio activo, observandose la aparicion de valores de intensidad en todas las
dispersiones de albumina y crospovidona cuando se comparan con sus difracciones de RX realizadas

antes de ser sometidas a estas condiciones de almacenamiento.

En la grafica 57 se comparan las difracciones de RX de la dispersion solida 1:1 TAL:ALB
almacenada en condiciones de temperatura de 25° C y 60% de humedad y 25° C y 75% humedad durante
11 dias .

En la gréfica 58 se comparan las difracciones de RX de la dispersion solida 1:2 TAL:ALB
almacenada en condiciones de temperatura de 25° C 'y 60% de humedad y 25° C y 75% humedad durante
11 dias.

En estos estudios de estabilidad, se observa un incremento en la cristalinidad de las dispersiones
s6lidas 1:2 TAL:ALB cuando se compara con la dispersion solida 1:1 TAL:ALB, sometida a las mismas
condiciones de almacenamiento. Esto nos lleva a pensar que, la mayor proporcion de albimina en la

dispersion solida favorecera la recristalizacion del principio activo, pudiendo afectar a su estabilidad.
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grafica 57: Difractogramas de la dispersién sélida (1:1) ( TAL:ALB) a 25°C y 60% (azul) frente a 25°C y 75% (rojo)
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grafica 58: Difractograma de la dispersion (1:2) (TAL:ALB) a 25°C y 60% (azul) frente a 25°C y 75% (rojo)
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En la gréfica 59 se comparan las difracciones de RX de la dispersiéon sélida 1:1 TAL:CROSP
almacenada en condiciones de temperatura de 25° C y 60% de humedad y 25° C y 75% humedad durante
11 dias.
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grafica 59:Difractograma de la dispersion (1:1) (TAL:CROSP) a 25°C y 60% ( azul) frente a 25°C y 75% ( rojo)

Al igual que ocurre con las dispersiones sélidas de nuestro principio activo con albimina,
observamos un incremento en la cristalinidad después del almacenamiento en nuestras condiciones. Sin
embargo, la intensidad en la cristalinidad de las dispersiones solidas con crospovidona es inferior al valor
gue presenta la albumina, lo que nos hace sospechar que este vehiculo podria ser mas adecuado para

evitar la recristalizacion del principio activo en condiciones forzadas de humedad.
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14.7 ESTABILIDAD QUIMICA DE LAS DISPERSIONES SOLIDAS DE
TALIDOMIDA CON ALBUMINA .

Se llevan a cabo unos estudios de estabilidad quimica Gnicamente en las dispersiones sélidas de
Talidomida con albumina, por ser estas formulaciones las que presentan una buena estabilidad en formas
liquidas, si se comparan con las ciclodextrinas, y por presentar los mejores valores de disolucion para
nuestro principio activo en formas sdélidas, si las comparamos tanto con las ciclodextrinas como con la

crospovidona.

Se determina el porcentaje inalterado de Talidomida de muestras de dispersiones solidas con
albumina que estuvieron conservadas en condiciones de temperatura de 25° C y humedad 60% vy en

condiciones aceleradas de temperatura de 40° C y humedad de 75% a los 3 y 6 meses de almacenamiento.

El analisis se hizo a partir de una Unica determinacion de muestra, debido a la gran dificultad en
obtener producto liofilizado, ya que se tiene que trabajar con grandes volimenes y esto conlleva que el

proceso de liofilizacion sea muy largo.
Pero a pesar de medir una Unica determinacion para cada muestra, se analiza por dos técnicas

validadas para nuestro principio activo ( espectrofotometria UV visible y HPLC ) contrastando la

veracidad de los datos que se obtenienen en la tabla 31.

Tabla 31: Estabilidad quimica de las dispersiones sélidas de Talidomida con albimina .

FORMULACION ALMACENAMIENTO | TIEMPO INA L%;-gg ADO
Dispersion 1:1 TAL:ALB 60 %Zﬁﬂﬁedad 2 s 33;3? 2;2
Dispersion 1:1 TAL:ALB 75%4r?:nc1:edad gmgii 82:234112;2
Dispersion 1:2 TAL:ALB 60%2r?:nc1:edad g mgigz g;gi 2;2
Dispersion 1:2 TAL:ALB 75%4r?:nc1:edad g mgigz giég 2;2

Dawson (1992) pone de manifiesto que la liofilizacion de citokinas con albdmina da lugar a la
formacion de preparados con un periodo de estabilidad muy prolongado, en condiciones extremas de

almacenamiento, incluso a temperaturas de 56° C durante 1 afio.
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En el caso de las dispersiones sdlidas de albimina, no se observan grandes problemas de estabilidad
entre los 3 y 6 meses de almacenamiento, tanto en condiciones normales ( 25° C, 60% humedad ) como en
condiciones aceleradas ( 40° C, 75% ) con independencia de la albumina empleada en cada tipo de

dispersion.

Asi, las muestras 1:1 TAL:ALB sometidas a condiciones normales ( 25° C , 60% humedad ) y
aceleradas ( 40° C, 75% humedad ) presentan valores de porcentaje de principio activo inalterado a los 3
meses de almacenamiento proximos al 100% y a los 6 meses tampoco se aprecian diferencias entre las
muestras sometidas a condiciones normales y las que estuvieron en condiciones aceleradas, alcanzandose

valores préximos al 97%.

Sin embargo, las muestras 1:2 TAL:ALB si presentan una mayor degradacion de nuestro principio
activo bajo condiciones aceleradas, pasando de un 97,44% ( 25° C, 60% humedad ) a los 3 meses a un

84,14% (1 40° C, 75% humedad) para el mismo tiempo de almacenamiento.

Esta disminucion de la estabilidad de la Talidomida se sigue apreciando en muestras 1:2 TAL:ALB
para periodos de almacenamiento de 6 meses pasando de un valor de 93% ( 25° C 60% humedad) a un
valor de 81,09% ( 40° C 75% humedad).

Algunos autores, como Jordan(1994) y Geraldine (1994) ponen de manifiesto que la albimina sérica
bovina pudiera presentar un efecto estabilizante, ya que las dispersiones solidas de este excipiente
formaban agregados estables por estar unidos covalentemente via unién disulfide ( Ahern,1985; Volkin,
1987; Liv, 1991) o bien mediante agregacién por uniones no covalentes como son las interacciones

hidrofobicas ( Pikal, 1991) o bien por interacciones quimicas ( Townsed, 1988; Hora, 1992) .
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14.8 DISCUSION PARCIAL

Con la incorporacion de la albumina se logra una gran aceleracion en el proceso de disolucion
de nuestro principio activo; asi a los cinco minutos frente al 8% y al 70% disuelto de Talidomida en
formulaciones de Talidomida materia prima y de Talidomida recristalizada, se obtienen valores superiores

al 80% tanto con formulaciones 1:1 como con 1:2 de TAL:ALB.

Por otra parte, el 80% de principio activo disuelto en las formulaciones de Talidomida materia prima
se alcanza a las 6 horas y para la Talidomida recristalizada sélo son necesarios de 10 a 15 minutos, pero
las formulaciones 1:1 y 1:2 de TAL:ALB mejoran significativamente los valores de disolucion del

principio activo, ya que se necesitan unicamente tiempos inferiores a 5 minutos.

Las formulaciones liquidas de nuestro principio activo con albimina, concretamente la proporcion
(p/p) 1:2, presenta unos valores de estabilidad para la Talidomida en condiciones normales
(25°C,60%) similares a los obtenidos con las formas liquidas de CDs,; ademas, las formulaciones de
Talidomida con albimina presentan mejores valores de disolucion si las comparamos con
formulaciones de nuestro principio con CDs o con crospovidona, ya que, para estas Ultimas, la
totalidad de Talidomida disuelta se alcanza a los 90 minutos, mientras que sélo son necesarios 15 minutos
para las relaciones (p/p) 1:1y 1:2 TAL:ALB .

Los valores de estabilidad para la dispersion 1:1 TAL:ALB a los 3 meses, tanto en condiciones
normales (25°C, 60%) como en condiciones aceleradas (40°C, 75%) es del 99% vy a los 6 meses, también
en ambas condiciones de estabilidad, es de 97% . La dispersion sélida 1:2 TAL:ALB presenta un
porcentaje inalterado de principio activo a los 3 y 6 meses en condiciones normales (25°C, 60%) de 97%
y 93% respectivamente, mientras que los valores de estabilidad en condiciones aceleradas (40°C, 75%) a
los 3y 6 meses es de 84% y 81%, respectivamente. Estos resultados nos indican que ambas formulaciones
con albumina, tanto en proporcion (p/p) 1:1 como 1.2 , presentan unos adecuados valores de

estabilidad, pero se escoge la relacion 1.2 por ser mas estable en formas liquidas.
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151 COMPRIMIDOS COMERCIALES DE TALIDOMIDA

Se procede a caracterizar los comprimidos comerciales de Talidomida, determinando el envasado,

los parédmetros galénicos y sus valores de disolucién.

No se abordan estudios de estabilidad en estos comprimidos, pues desconocemos el tiempo que llevan

fabricados, asi como las condiciones a las que han estado sometidos antes de su recepcion.

Envasado:

Los comprimidos comerciales que se utilizaron en los ensayos estaban envasados en frasco de color

ambar, sellados con una arandela de aluminio conteniendo 100 comprimidos de 100 mg.

Pardmetros galénicos.

Se recogen en la tabla 32, los correspondientes valores de los pardmetros de peso, diametro, altura,

dureza y disgregacion de los comprimidos comerciales de Talidomida.

Tabla 32: Parametros galénicos de los comprimidos comerciales de Talidomida

Comprimidqs comercia/es de Media Sp
Talidomida
PESO (g) 0,258 0,0029
DIAMETRO (mm) 8,04 0,01
ALTURA (mm) 3,38 0,16
DUREZA MEDIA (N) 26,18 12,51
DUREZA MAXIMA (N) 49
DUREZA MINIMA (N) 12,6
DISGREGACION ( sg) 29,33

Disoluciorr:

El estudio de disolucién para los comprimidos comerciales de Talidomida sigue el método analitico

de disolucion para nuestro principio activo y se representa en la gréafica 61 (pag 304).
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15.2 PROPUESTA GALENICA PARA LA TALIDOMIDA

Los resultados obtenidos de los estudios de estabilidad de las formulaciones liquidas de Talidomida
con la hidroxipropil g ciclodextrina y con la albimina son muy parecidos y méas concretamente para las
proporciones 1:2 y 1:9 ( principio activo: vehiculo ), por lo que se llevd a cabo la preparacion de
complejos de inclusidn de nuestro principio activo con la HPBCD vy dispersiones s6lidas de Talidomida
con albimina y con crospovidona en relaciones 1:1 y 1:2 , ya que, en el caso de que se produjeran
incrementos marcados en la velocidad de disolucion de la forma 1:2 frente a la 1:1 , se estudiarian

relaciones de mayores proporciones de vehiculo.

Por otro lado, se obtuvieron los mejores valores de disolucion para nuestro principio activo con las
dispersiones solidas de albimina y crospovidona que con los complejos de inclusién con ciclodextrinas,
alcanzandose el 85% disuelto de farmaco a los cinco minutos; sin embargo, la totalidad disuelta se
alcanzé mucho antes con las formulaciones de albdmina (15 minutos) que con las de crospovidona ( 90

minutos).

Cuando sometimos las dispersiones solidas de albumina a estudios de estabilidad, obtuvimos
resultados similares para las proporciones 1:1y 1:2 , siendo superiores a los valores de estabilidad para
la Talidomida que se obtuvieron con las formulaciones liquidas tanto de albimina ( mejor con la relacion

1:2 que 1:1) como de ciclodextrinas.

Por tanto, se escogen las formas sélidas para una propuesta de formulacion galénica para la
Talidomida, por ser mas estables que las formas liquidas, y como recurso farmacotécnico se selecciona la

dispersion solida de Talidomida con albdmina en la proporcion 1:2.
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153 COMPRIMIDOS DE EXCIPIENTES

Para la formulacién de nuestro principio activo se han seleccionado como posibles excipientes el
AVICEL y el ENCOMPRESS, basandonos en sus caracteristicas farmacotécnicas, que los destacan por ser
unos excipientes optimos para formulacion de comprimidos por compresion directa, ya que son unos

excipientes muy inertes, muy conocidos y compatibles con gran cantidad de medicamentos.

Como paso previo a la formulacion de los comprimidos de Talidomida materia prima, se preparan
unos comprimidos de excipientes, conteniendo unicamente avicel y emcompress, para poder estudiar su
viabilidad.

Se estudia la compresion y la estabilidad de los excipientes para poder seleccionarlos en una

formulacion con nuestro principio activo.

Compresion:

Se procede a la compresion directa de los excipientes avicel y emcompress en los porcentajes de 75%

y 25%, respectivamente.



298 Propuesta galénica para la Talidomida

154 ESTABILIDAD FISICA DE [ OS COMPRIMIDOS DE EXCIPIENTES

Se procede a determinar la estabilidad fisica de los excipientes, avicel y encompress, para poder

seleccionarlos como adecuados para la formulacion de nuestro principio activo.

Para ello se toman 3 comprimidos que contienen unicamente los excipientes avicel y encompress en
las proporciones de 75% Yy 25%, respectivamente, y que han sido obtenidos por compresion directa, y se

someten a condiciones de 25° C y humedad del 97 % durante un periodo de tiempo de 3 horas.

En las condiciones de estabilidad determinadas, procedemos a examen visual de los comprimidos

para poder evaluar el aspecto fisico de los mismos.

Se concluye que los comprimidos formulados Gnicamente con los excipientes avicel y emcompress en
las condiciones de estabilidad determinadas anteriormente, no experimentan grandes cambios en cuanto a
alteraciones fisicas, ya que NO presentan hinchamientos, deformaciones, roturas, grietas, coloraciones,
ni motas que pudieran indicarnos que no son estables en estas condiciones, mientras que otros excipientes,
tales como los derivados del almidon y aziicares sometidas a estas mismas condiciones de temperatura y
humedad, si experimentan cambios fisicos ( Handbook of Pharmaceutical excipients ) y no se podrian

seleccionar para la comprension de nuestro principio activo.

Por tanto, los datos obtenidos en el estudio de estabilidad de los comprimidos formulados
Unicamente con los excipientes avicel y emcompress, nos permiten seleccionar tales excipientes como

viables para formular nuestro principio activo.
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155 COMPRIMIDOS DE TALIDOMIDA MATERIA PRIMA

Una vez que se han seleccionado el avicel y el emcompress como buenos excipientes por ser muy
estables en las condiciones determinadas de estabilidad, se llevaron a cabo una serie de ensayos rapidos
de compatibilidades entre la Talidomida y estos excipientes para poder evaluar la compatibilidad entre

todas las sustancias .

Los datos del estudio de compatibilidades entre nuestro principio activo y los excipientes, sefialan
gue podemos escoger el avicel y el encompress, porque en pruebas previas con una serie de excipientes
para compresién directa han demostrado ser compatibles con nuestra sustancia; ademas, han demostrado
ser muy estables en las condiciones de estabilidad ( 25°C, 97% humedad, 3 horas), son muy inertes, muy

conocidos y muy compatibles con muchos principios activos.

Por todo ello seleccionamos el avicel y encompress para formular comprimidos de Talidomida por

compresion directa.

A continuacion se formulan comprimidos de Talidomida con avicel y encompress, evaluando su
compresion, envasado, parametros galénicos, disolucién y almacenamiento. Ademas, se determina tanto la

estabilidad fisica como la estabilidad quimica de los comprimidos de Talidomida materia prima.
Compresion -
Se procede a una compresion directa de la Talidomida materia prima, con punzones de 8 mm, con

los excipientes avicel y emcompress en proporciones de 75 % y 25 % respectivamente Las cantidades

por comprimido y por lote son las siguientes:

Por comprimido Por lote ( 25 gramos )

50 mg Talidomida 6,25 gramos Talidomida
112,5 mg Avicel 14,0625 gramos Avicel

37,5 mg Emcompress 4,6875 gramos Emcompress

Envasado:

Del proceso de compresion se obtienen 121 comprimidos, de los cuales 50 se envasan en sobres de
aluminio / aluminio sellados herméticamente con calor para evitar el contacto con la humedad y se

mantienen en condiciones ambientales ( 25° C, 60 % ).
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Pardametros galénicos.

Se recogen en la tabla 33, los correspondientes valores de los parametros de peso, diametro, altura,

dureza y disgregacion para los comprimidos de Talidomida materia prima sintetizada por nosotros.

Tabla 33: Parametros galénicos de los comprimidos de Talidomida materia prima

Comprimidos 7_'a/id0mida Media Sp
Mat prima

PESO (g) 205,68 6,06
DIAMETRO ( mm ) 8,09 6,74 x 10°°
ALTURA (mm) 4,17 0,14
DUREZA MEDIA (N) 56,91 6,77
DUREZA MAXIMA (N) 65,7

DUREZA MINIMA (N) 40,5
DISGREGACION ( sg) 1,175

Disolucior:

El ensayo de disolucion para los comprimidos de Talidomida materia prima sigue el método

analitico de disolucion para nuestro principio activo y se representa en la gréafica 61 (pag 304).

Almacenamiento:

Para el estudio de estabilidad se somete un lote de 25 comprimidos de Talidomida materia prima a
condiciones normales ( 25° C ,60 % ) y otro lote de 25 comprimidos a condiciones aceleradas ( 40° C,

75%) .
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156 ESTABILIDAD DE L[OS COMPRIMIDOS DE TALIDOMIDA
MATERIA PRIMA

Se procede a determinar la estabilidad fisica en condiciones de almacenamiento de 25° C y humedad
del 97 % vy la estabilidad quimica tanto en condiciones normales ( 25°C, 60 % ) como en condiciones

aceleradas (402 C, 75 % ) de los comprimidos de Talidomida materia prima.
Estabilidad fisica:

Para el estudio de estabilidad fisica de los comprimidos de Talidomida materia prima se toman 3
comprimidos y se someten a las condiciones de 25° C y humedad del 97 % , durante un periodo de 3

horas. Transcurrido este tiempo, se visualiza que no hay cambios fisicos en cuanto a modificacion del

tamafio, observandose los siguientes resultados:

Tabla 34: Estabilidad fisica de los comprimidos de Talidomida materia prima

PARAMETROS | MEDIA|  SD
DUREZA (N) 34,9 18,67
DIAMETRO (mm) 8,09 0,04

ALTURA (mm) 4,2 0,2

Los estudios de estabilidad en los comprimidos de Talidomida materia prima formulada con los
excipientes avicel y emompress demuestran que son poco higroscépicos, ya que sometidos a las

condiciones de 25° C y humedad del 97 % durante 3 horas no presentan alteraciones fisicas.
Estabilidad quimica:
Los comprimidos de Talidomida materia prima sometidos a estudios de estabilidad quimica en

condiciones normales ( 25° C , 60 % ) y condiciones aceleradas ( 40° C, 75 %) son analizados por HPLC

segun el método analitico para la Talidomida, recogiéndose sus resultados en la grafica 60.
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ESTABILIDAD QUIMICA DE LA TALIDOMIDA MATERIA PRIMA

60 1 54,06 52,86
50 4 44,64 44,99

% TALIDOMIDA INALTERADA

TIEMPO (meses)

CONDICIONES NORMALES DE ALMACENAMIENTO ( 25°C, 60 %)
B CONDICIONES ACELERADAS DE ALMACENAMIENTO (40°C, 75 %)

gréfica 60 : Estabilidad quimica de los comprimidos de Talidomida materia prima

Los excipientes utilizados en la compresion de la Talidomida materia prima afectan a la estabilidad
de nuestro principio activo; asi, se obtienen valores de porcentaje inalterado préximos al 50 % a los 3
meses de almacenamiento en condiciones normales ( 25°C, 60% humedad ) y del orden de 44,64 % en

condiciones aceleradas ( 40° C, 75 % humedad ).

Esta diferencia entre valores a unas y otras condiciones de estabilidad, nos hace suponer que los
excipientes incluidos en nuestra formulacion ( avicel y emcompress ) favorecen la degradacién del
principio activo, posiblemente debido al incrementar la humedad de la formulacién y favorecer de esta

forma los procesos hidroliticos del principio activo.

En condiciones normales de almacenamiento ( 25°C , 60 % ) nuestros comprimidos de Talidomida
materia prima presentaron un valor de humedad en el equilibrio del 1,01 %, valor muy superior al que
presenta la Talidomida materia prima ( inferior al 0,2 % ); esto nos hace suponer que los excipientes
incluidos en nuestra formulacién favorecen la degradacion del principio activo, al favorecer su hidrélisis

por aumentar su captacion de agua.

Curiosamente, los resultados obtenidos a los 6 meses de almacenamiento son muy similares a los
valores obtenidos a los 3 meses, tanto en condiciones normales ( 25°C , 60 % ) como en condiciones
aceleradas ( 40°C , 75 % ), lo que nos hace sospechar que existe un elevado proceso de degradacién

inicial seguido de una segunda fase de degradacion mas lenta.

Este resultado nos confirma que la humedad relativa que captan los excipientes es el principal agente

causante del proceso degradativo de la Talidomida.
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15.7 COMPRIMIDOS DE LA DISPER\?ION SOLIDA DE TALIDOMIDA
CON ALBUMINA EN PROPORCION (P/P) 1 :2

Se formulan comprimidos de la dispersion sélida (1:2) TAL:ALB, determinandose su compresion,
envasado, parametros galénicos y disolucion. Ademas, se determina tanto la estabilidad fisica como la

estabilidad quimica de los comprimidos de nuestro principio activo.

Compresion -

Se procede a una compresion directa, de la dispersion TAL:ALB (p/p ) (1:2) con los excipientes
avicel y emcompress, en las proporciones de 75 % y 25 % respectivamente. Las cantidades por

comprimido y por lote son:

Por comprimido( 300 mg ) Por lote (4,8 gramos )

150 mg dispersion ( contienen 50 mg Talidomida) 2,4 g dispersion

112,5 mg Avicel 1,8 g Avicel

37,5 mg Encompress 600 mg Encompress
Envasado:.

Por una parte, se envasan 16 comprimidos de la dispersion TAL:ALB (p/p) (1:2) en sobres de
aluminio / aluminio cerrados herméticamente con calor; para evitar la posible captacion de humedad y se
mantienen en condiciones normales de almacenamiento ( 25°C, 60 %). Por otro lado, se envasan en viales

protegidos de la luz, la dispersion TAL:ALB (p/p) (1:2) en estado polvo sin la adicién de los excipientes.

Pardmetros galénicos.

Se representa en la tabla 35, los correspondientes valores para los parametros de peso, diametro,
dureza y disgregacion de los comprimidos de la dispersion solida de nuestro principio activo con la

albUmina.

Tabla 35: Parametros galénicos de los comprimidos de la dispersion sélida TAL:ALB 1:2 (p/p)

COMPRIMIDOS DISPERSION

TAL : ALB (P/P) (1:2) MEDIA | SD

PESO (mg) 298 1,73
DIAMETRO (mm) 12,07 0,04
ALTURA (mm) 2,34 0,02
DUREZA MEDIA (N) 99 2,10

DISGREGACION 3 447
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Disolucior:

El ensayo de disolucion para los comprimidos de la dispersién solida TAL:ALB (p/p) (1:2) sigue el
método analitico de disolucion para nuestro principio activo y se lleva a cabo mediante analisis
espectrofotométrico, leyendo a 4 de 299 nm, que es la de maxima absorciéon para la Talidomida. El
estudio se realiza por triplicado, representandose en la gréfica 61 los valores porcentuales de Talidomida
disuelta en funcion del tiempo, comparandolos con los valores de disolucién de los comprimidos

comerciales y de los comprimidos de Talidomida materia prima.

DISOLUCION COMPRIMIDOS DE LA DISPERSION
TALIDOMIDA: ALBUMINA

100

80 -
60 |

40 |

% DISUELTO

20

0 T T T T T T T
0:05 0:15 0:30 0:45 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00 23:59

TIEMPO

—— COMPRIMIDOS COMERCIALES
—#— COMPRIMIDOS TALIDOMIDA MATERIA PRIMA
—— COMPRIMIDOS DISPERSION TALIDOMIDA : ALBUMINA (1:2)

grafica 61: Disolucion de los comprimidos comerciales de Talidomida, comprimidos de
Talidomida materia prima y comprimidos de la dispersion sélida 1.2 TAL:ALB

Los comprimidos comerciales, asi como los de Talidomida materia prima, alcanzan el 80 % de
principio activo disuelto en tiempos superiores a las 5 horas, mientras que los comprimidos de la
dispersion 1:2 TAL:ALB cumplen, con gran diferencia, frente a las anteriores formulaciones, el ensayo de

disolucidn, ya que el 80 % disuelto se alcanza aproximadamente a los 20 minutos.

Ademés, a los 5 minutos, frente a porcentajes disueltos de principio activo inferiores a 5 % que se
obtienen con los comprimidos comerciales de Talidomida y porcentajes casi nulos con los comprimidos de
Talidomida materia prima, se disuelve cerca de un 57 % de Talidomida con los comprimidos propuestos
de la dispersion 1:2 (p/p) TAL:ALB.
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Se observa un incremento en la velocidad de disolucion para los comprimidos de la dispersion
TAL:ALB,(p/p) (1:2) cuando se comparan con los comprimidos de Talidomida materia prima, en vista de
lo cual se puede considerar que los comprimidos de la dispersion sélida de nuestro principio activo con
albamina presentan una estabilidad aceptable, a la vez que una mejora muy importante en la velocidad de

disolucién de la Talidomida
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15.8 ESTABILIDAD DE LOS COMPRIMIDOS DE LA DISPERSION
SOLIDA 1:2 (P/P) TALIDOMIDA: ALBUMINA

Se procede a determinar primeramente la estabilidad quimica de la dispersion ( 1:2) (p/p) TAL:ALB
sin excipientes, tanto en condiciones normales de almacenamiento (25°C, 60 %) como en condiciones
aceleradas ( 40°C, 75 % ).

Posteriormente se llevan a cabo estudios para valorar tanto la estabilidad fisica como la estabilidad
quimica de los comprimidos de la dispersion (1:2 ) ( p/p) con la adicion de los excipientes seleccionados
para esta formulacion ( avicel y emcompress ), tanto en condiciones normales del almacenamiento ( 25°C,

60 % ) como en condiciones aceleradas ( 40°C, 75 %).
Estabilidad quimica de la dispersion sdlida (1 :2) ( TAL : ALB ) sin excipientes:

Se somete la dispersion TAL:ALB (p/p) (1:2), obtenida en un proceso de liofilizacién a escala semi
industrial, a unas condiciones normales de estabilidad (25°C, 60 % ) y a unas condiciones aceleradas
(40°C, 75 %) durante 3 y 6 meses, realizando los analisis por HPLC segin método analitico, y

representando los porcentajes de principio activo inalterado al cabo del tiempo en la grafica 62.

Sus resultados nos permiten comparar la influencia del proceso de liofilizacién semi industrial sobre

la estabilidad de nuestras dispersiones solidas.

ESTABILIDAD QUIMICA DE LA DISPERSION
TALIDOMIDA : ALBUMINA (p/p) (1:2) SIN EXCIPIENTES

93,39

100
90 -
80 4
70 A
60 -
50 + - - -
40 4 - -
30 ~
20 +
10 A

88,07 89,87 86,04

% TALIDOMIDA INALTERADA

TIEMPO (meses)

EICONDICIONES NORMALES DE ALMACENAMIENTO ( 25°C , 60 % )
B CONDICIONES ACELERADAS DE ALMACENAMIENTO (40°C , 75 %)

grafica 62: Estabilidad quimica de los comprimidos de la dispersion sélida 1:2 (p/p) TAL:ALB sin excipientes
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De los datos del estudio de estabilidad quimica de la dispersion 1:2 TAL:ALB sin la adicion de los
excipientes, podemos deducir que se produce un fuerte fendmeno degradativo inicial siendo los valores
degradados a los 3 y 6 meses en condiciones normales (25°C, 60 %) sobre un 10 % vy alrededor de un 15

% en condiciones aceleradas de estabilidad ( 40°C, 75 %).

Si tomamos en cuenta los resultados de estabilidad para este lote semi industrial a condiciones
normales (25°C, 60%) frente a las muestras liofilizadas en un proceso de escala de laboratorio,
observamos un ligero descenso en la estabilidad, que podriamos atribuir a las condiciones del proceso de

liofilizacion utilizadas para lotes mayores.

Estabilidad fisica de los comprimidos de la dispersion (1 :2) (p/p) TAL :ALB

Se somete a unos comprimidos de Tal:alb (p/p) (1:2), formulados con excipientes avicel y encompres
a condiciones normales de almacenamiento ( 25° C, 60 % ) y a condiciones aceleradas ( 40° C, 75 %)
durante 3 y 6 meses. Transcurrido este tiempo no se observan alteraciones en el color, la forma o el

aspecto de ninguno de los comprimidos, ni tampoco en el envase.

Estabilidad quimica de los comprimidos de la dispersion (1 :2) (p/p) TAL : ALB

Se somete a los comprimidos de la dispersién solida 1:2 Tal:alb, formulados con los excipientes
avicel y emcompress, a condiciones normales de almacenamiento ( 25°C, 60 % ) y a condiciones
aceleradas ( 40°C, 75 % ) durante 3 y 6 meses, realizando los andlisis por técnica HPLC segun método

analitico y representandose los resultados en la siguiente gréafica 63:

ESTABILIDAD QUIMICA DE LOS COMPRIMIDOS DE
TALIDOMIDA : ALBUMINA (p/p) (1:2)

100

77,74 78,4
80 | 74,57 75,71

60 -
a0+ - [

20 +

% TALIDOMIDA INALTERADA

TIEMPO (meses)

21 CONDICIONES NORMALES DE ALMACENAMIENTO ( 25°C, 60 % )
Il CONDICIONES ACELERADAS DE ALMACENAMIENTO ( 40°C, 75 %)

grafica 63: Estabilidad quimica de los comprimidos de la dispersion 1:2 (p/p) TAL:ALB con excipientes
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En los comprimidos de la dispersion se observa una menor degradacién en todas las condiciones de

almacenamiento comparado con los comprimidos de Talidomida materia prima.

Los comprimidos de Tal:alb (p/p) (1:2) presentan en condiciones normales ( 25° C, 60 % ) a los 3
meses, valores de principio activo inalterado de 77,74 %, y a los 6 meses valores de 74,57 % , resultados
gue son muy superiores a los que presentan los comprimidos de Talidomida materia prima en las mismas
condiciones de almacenamiento, ya que a los 3 meses presenta un valor de principio activo inalterado de
54,06 % Yy a los 6 meses de 52,86 % .

En condiciones aceleradas de estabilidad ( 40° C 75 % ) y a los 3 meses, presentan valores de
porcentaje de principio inalterado de 78,4 % , valor que es considerablemente superior al que presentan

los comprimidos de Talidomida materia prima, del orden de 44,64 % en las mismas condiciones.

Esta mejora en la estabilidad de nuestro principio activo la podemos atribuir a que, durante el
proceso de formacion de dispersion solida, se produce un efecto protector de la albdmina sobre los
radicales del principio activo, susceptibles a los fendmenos hidroliticos, que se han visto incrementados

por la presencia del excipiente en la formulacion.

Sin embargo, en condiciones aceleradas ( 40°C, 75% ) no se observa un aumento en la degradacion
cuando se compara con las condiciones normales ( 25°C, 60% ). Este resultado es similar al encontrado
en los comprimidos de Talidomida materia prima con excipientes, lo que parece indicar que el aumento en

la temperatura y humedad relativa no influye tanto en la estabilidad de nuestros comprimidos.
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15.9 DISCUSION PARCIAL

El proceso de liofilizacion ha conseguido mejorar considerablemente la velocidad de disolucion
de nuestro principio activo, como lo demuestran los buenos resultados de disolucion que obtenemos con

los comprimidos de la dispersion solida de Talidomida con albumina en proporciones (p/p) 1:2.

Ademaés, con /a incorporacion de albumina se logra una gran aceleracion en el proceso de
disolucion de la Talidomida tanto en relacion 1.1 como en la 1.2, pues se alcanza el 80 % disuelto
de principio activo en menos de 5 minutos , presentando los mejores valores de disolucion frente a los
valores obtenidos con las CDs y con la crospovidona, segln capitulos anteriores; por ello se ha propuesto

la formulacién de los comprimidos de Talidomida con albUmina.

Las proporciones (p/p) 1:1y 1:2 de Tal : alb, no presentan diferencias significativas en los valores
porcentuales de disolucién para nuestro principio activo, pero al obtenerse /os mejores valores de
estabilidad para la relacion 1.2 frente a la 1.1, se eligi6 esta Gltima proporcion para la formulacién de

nuestro principio activo.

Los comprimidos de la dispersion 1.2 (p/p) Tal : alb formulados con los excipientes avicel y
emcompress en proporciones 75 % y 25 % , respectivamente, presentan una menor degradacion de
nuestro principio activo frente a los comprimidos de Talidomida materia prima formulados con los

mismos excipientes, pero sin albumina.

Asi, el porcentaje degradado tanto a los 3 meses como a los 6 meses en condiciones aceleradas
(40°C, 75 %) es aproximadamente de un 25 % para los comprimidos de la dispersion 1:2 (p/p) Tal:alb,
mientras que, en estas mismas condiciones de estabilidad, el porcentaje degradado para los comprimidos
de Talidomida materia prima es de un 55 %. De forma analoga, en condiciones normales (25°C, 60%),
tanto a los 3 meses como a los 6 meses, los comprimidos de la dispersion con albUmina presentan un
valor de degradacién aproximado de un 25 % y los comprimidos de Talidomida materia prima de un
45%.

Los excipientes, avicel y emcompress, en proporciones de 75 % y de 25 % , respectivamente, han
resultado viables y poco higroscopicos, segin datos obtenidos en estudios de estabilidad fisica, para
formulaciones con Talidomida, pero afectan de alguna forma a la estabilidad, ya que favorecen la

degradacion de los comprimidos de dispersion (1:2) TAL:ALB.



310 Propuesta galénica para la Talidomida

Asi, si se comparan los valores degradados de principio activo en la dispersion 1:2 TAL:ALB sin la
adicién de los excipientes frente a los comprimidos de este mismo complejo formulados con los excipientes
avicel y emcompress, en proporciones de 75 % y de 25 % , respectivamente, se observa una disminucién

de la estabilidad de la Talidomida cuando se adicionan los excipientes.
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Poner a punto un medicamento nuevo es un proceso largo, costoso y biotecnoldégicamente
complicado y mas sobre todo si se trata de un medicamento huérfano, como es el caso de la
TALIDOMIDA , que es importante desde el punto de vista clinico pero no resulta rentable para la

Industria Farmacéutica por su escaso mercado y cuya provision el Estado debe garantizar.

En estos Gltimos afios surge un interés clinico por la Talidomida, ya que resulta ser el farmaco mas
eficaz en las reacciones leprosas y especialmente en el eritema nodoso de lepra. Esta sustancia es muy
activa y hace desaparecer un elevado numero de polineuropatias en el pritigo actinico y en el lupus
eritematoso discoide cronico , dadas sus acciones antiinflamatorias e inmunosupresivas. Es muy valiosa
en el prurigo nodular, pioderma gangrenoso, ulceraciones aftosas, sindrome de Behcet y en la neurologia

postherpética.

Pero desgraciadamente este auge clinico no ha ido acompafiado de una mejora industrial de la
molécula de Talidomida, que utiliza hoy en dia las formas farmacéuticas sintetizadas con la tecnologia de

hace 50 afios.

Este trabajo esta dirigido a encontrar formas farmacéuticas que permitan una administracion de la

Talidomida mas eficaz y segura.

El principal problema gue encontramos al abordar este trabajo fue el de la materia prima, ya que al
tratarse de un medicamento huérfano no se comercializaba y el Estado s6lo lo autorizaba en Investigacién

Clinica, siendo las Unicas dos vias autorizadas los ensayos clinicos y el tratamiento de uso compasivo.

Por ello nunca pudimos disponer de Talidomida materia prima y nos vimos en la obligacion de
sintetizarla a partir de referencias bibliogréficas ( King,1949; Jonsson,1972 ), siendo el proceso de
sintesis farmacéutica bastante complicado, debido principalmente a la poca informacion que existe al
respecto, y por otro lado también muy laborioso, ya que sintetizamos segun nuestro método de escala de

laboratorio en lotes de 5 gramos de Talidomida

Para dar una idea de la dificultad con la que nos enfrentamos, baste decir que para obtener el
producto intermedio, anhidrido 2 ftalimido glutarico, se tardaron aproximadamente dos semanas de
sucesivas reacciones, tal y como se describe en el método de sintesis quimico-farmacéutica de la

Talidomida, y a partir de aqui se emplearon 3 dias para obtener Gnicamente 5 gramos de producto final.

Paralelamente al desarrollo quimico-farmacéutico de la molécula de Talidomida, se abordd un
estudio de campo de utilizacion clinica de nuestro medicamento, para lo cual se envidé una documentacion
clinica actualizada y una encuesta modelo a los distintos servicios de dermatologia de distintos hospitales

espafioles, tanto pablicos como privados, recogiéndose las diferentes aplicaciones farmacolégicas que se
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estaban empleando y, sobre todo, para conocer el grado de resultado en las mismas, pudiendo asi

compararlas con los datos bibliograficos.

Las encuestas hospitalarias se llevaron a cabo mediante un modelo que se recoge en los métodos
clinicos, donde se describian las principales indicaciones, asi como también se preguntaba sobre la
utilizacién que ese centro hospitalario hacia de la Talidomida. Las respuestas tabuladas fueron muy
ilustrativas desde el punto de vista cualitativo, ya que sefialan que la aplicacion de este principio activo
estd ofreciendo unos resultados muy buenos, en los casos de lepra y de aftas orales, y buenos en la gran

mayoria de las indicaciones terapéuticas.

Una vez que sintetizamos la molécula de Talidomida y comprobamos el enorme interés clinico que
suscita, nos planteamos la necesidad de ofrecer una nueva tecnologia farmacéutica que permita una
administracién mas eficaz y segura de nuestro principio activo, ya que fundamentalmente presenta tres
problemas farmacotécnicos, como son la racemizacion, la escasa solubilidad acuosa y la baja estabilidad

acuosa.

El problema de la racemizacion de la molécula de Talidomida se esta investigando actualmente, ya
que todavia no se ha conseguido una sintesis enantioselectiva del farmaco y por otra parte al sufrir

inversién quiral ““ in vivo™ se recurre a la forma racémica para su administracion.

Al ser la Talidomida un farmaco muy poco soluble en agua y administrarse por via oral, su velocidad
de absorcién se encuentra controlada por la velocidad de disolucion en el tracto gastrointestinal; por eso,
si logramos mejorar la velocidad de disolucion de este principio activo, conseguiremos optimizar la

biodisponibilidad de la Talidomida.

Primeramente evaluamos el coeficiente de solubilidad de la Talidomida, para lo cual sometimos a
nuestro principio activo a diversos ensayos de solubilidad en distintas soluciones amortiguadoras del pH,
obteniendo los mejores valores de solubilidad para nuestro principio activo a medida que el valor del pH
era méas acido, més concretamente en el rango de pH entre 2,4 y 4,4; pero para una propuesta de
administraciéon de Talidomida por via oral, se eligio el rango de pH comprendido entre 5,4 y 6,4 , que
presenta unos valores aceptables de solubilidad para nuestro principio activo y sobre todo representa un

rango de pH viable como forma farmacéutica liquida de administracion por via oral.

Por otra parte, se evalué la estabilidad de nuestro principio activo en soluciones de caracter
alcalino, neutro y &cido, corroborandose los datos bibliograficos de Eriksson (1992), al demostrar la
enorme influencia del pH en la estabilidad de nuestro principio activo, ya que a mayor valor de pH, mayor
inestabilidad de la molécula, lo que nos lleva a seleccionar un valor de pH acido para aumentar la

estabilidad de nuestro principio activo en soluciones, puesto que a valores de pH préximos a la
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neutralidad, la Talidomida presenta una acusada degradacion. Ademas observamos una influencia del
tipo de buffer y su osmolaridad sobre la estabilidad de nuestro principio activo en soluciones liquidas,
obteniéndose una mayor estabilidad en las soluciones de citrato que en las soluciones de ftalato cuando
presentan la misma osmolaridad y pH. La influencia de la osmolaridad se estudié en un tampdn citrato de
pH 5 , comprobandose las osmolaridades de 0,375 M y 0,75 M, y se obtuvo una estabilidad para la
Talidomida del 91,38 % + 1,49 después de 14 dias en solucion citrato 0,375 M, frente a los 85,04 % +
2,05 para la solucion citrato de pH 5 (0,75 M).

La temperatura es asimismo un factor decisivo en la estabilidad de nuestro principio activo ( Lyon
1995), ya que aunque era de esperar un proceso degradativo en condiciones aceleradas de estabilidad
(40°C, 75 %) , la degradacién que experimentan las muestras de las soluciones de Talidomida fue mucho
mas drastica que la obtenida en condiciones normales, ya que para la solucion amortiguadora de pH 5
(citrato 0,375 M ), el porcentaje inalterado de Talidomida a los 14 dias en condiciones normales ( 25%C,
60 %) es de 91,38 #1,49, mientras que el porcentaje inalterado de Talidomida en condiciones aceleradas

(40%C, 75 %) para la misma solucion amortiguadora es de 52,76 +4,5.

Por consiguiente seleccionamos la solucion amortiguadora de pH 5 y tipo citrato con valor de
osmolaridad de 0,375 M como la més apropiada para obtener soluciones de Talidomida, puesto que

presenta una aceptable solubilidad y una importante mejora en la estabilidad de nuestro principio activo.

Por otro lado, respecto a la disolucién de la Talidomida, nos encontramos una total ausencia de
datos de farmacopeas, por lo que iniciamos unos ensayos de disolucion en distintos aparatos y en distintos
medios de disolucion, concluyendo que la velocidad de disolucion de la Talidomida es mayor si se
emplean sistemas de disolucién con paletas en lugar de con cestillos, pero el porcentaje medio disuelto de
principio activo es independiente si se utiliza el sistema Turu-Grau o el Van-Kel, y no se ve influenciado
por la presencia de lauril sulfato sédico. Asi, segin nuestro datos, la Talidomida materia prima presenta
una velocidad de disolucion muy lenta, debido a su baja solubilidad acuosa, disolviéndose el 80 % de

Talidomida en 6 horas.

Para solucionar los problemas de solubilidad y estabilidad de nuestro principio activo se utilizan
recursos farmacotécnicos, como son las dispersiones solidas y el empleo de complejos de inclusion con
ciclodextrinas, que exaltan la solubilidad del farmaco; esto conlleva una optimizacion de la
biodisponibilidad de la Talidomida, ya que se aumenta la absorcion al mejorar la solubilidad del principio

activo y, por consiguiente, se mejoran las propiedades farmacocinéticas y biofarmacéuticas.( Krenn,1992)
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Se prepararon formas liquidas de Talidomida con distintas ciclodextrinas y albimina, y formas

solidas de nuestro principio activo con la ciclodextrina seleccionada, la albumina y la crospovidona.

Los estudios de higroscopicidad realizados sobre nuestro principio activo nos pemiten considerar a
la la Talidomida como una sustancia poco higroscopica, que no se ve influenciado por la humedad
ambiental en condiciones normales de almacenamiento ( 25°C, 60 % ). Esto resulta ventajoso en procesos
tales como el de la liofilizacion, que suelen ir acompafiados de un aumento en el valor higroscopico de las
muestras liofilizadas. Por eso, al ser la Talidomida una sustancia poco higroscépica, no captara agua tan

répidamente como otras que sean higroscopicas y se beneficiara la estabilidad del principio activo.

Por este motivo iniciamos los procesos de liofilizacion de nuestro principio activo, con el objetivo de
encontrar formas con cambios en la cristalinidad que mejoren la solubilidad de la Talidomida. Asi se
consigue una notable mejora en la velocidad de disolucion de nuestro principio activo con un porcentaje
de disolucion de la Talidomida del 80 % en 10 minutos para las formas recristalizadas del principio
activo, mientras que las formas sin recristalizar alcanzaban el 80 % disuelto del principio activo en 6

horas.

Por consiguiente, el proceso de liofilizacion seleccionado para nuestro principio activo da lugar a un
acusado descenso en la cristalinidad de la Talidomida, responsable del incremento en la velocidad de

disolucion de nuestro principio activo.

Los resultados de estabilidad, tanto en condiciones normales ( 25°C,60% ) como en condiciones
aceleradas (40°C, 75%), nos permiten observar una mayor inestabilidad de nuestra Talidomida
recristalizada por liofilizacion frente a la materia prima inalterada. Esta mayor degradacion posiblemente
sea debido a la captacion de agua en las regiones amorfas de nuestra materia prima liofilizada, que

favorecerd las reacciones de degradacion hidrolitica que sufre este principio activo.

Las ciclodextrinas se escogieron como un posible vehiculo para la formacion de complejos de
inclusion con Talidomida, basandonos en referencias bibliogréficas ( Krenn,1992) que apuntan que la
ciclodextrina més efectiva en la mejora de la solubilidad y de la estabilidad acuosa de nuestro principio
activo es la hidroxipropil beta ciclodextrina.En la formacion del complejo de inclusion con la Talidomida,
la solubilidad del farmaco se incrementa considerablemente, pasando de un valor de 50 pg/ml a otro
superior de 1,7 mg/ml, extiéendose ademas el tiempo de semivida de la solucién a 4,1 horas. Tomando
como base estos estudios iniciales, preparamos formas liquidas de Talidomida con la metoxiCD, la )CDy
la HPBCD en distintos porcentajes en medio citrato pH 5 ( 0,375 M), seleccionado como el mas estable y,
como ya hemos indicado, donde nuestro principio activo presenta unos coeficientes de solubilidad
adecuados. De todas las formas liquidas con las ciclodextrinas, la formulacion de Talidomida con la

HPBCD es la que ofrece los mayores coeficientes de solubilidad para nuestro principio activo.
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A continuacién se evalué la estabilidad de las formas liquidas de Talidomida con la ciclodextrina
seleccionada, que es la HPBCD, concluyendo gue el porcentaje de principio activo permanece inalterado
cuando la ciclodextrina se encuentra en el medio en proporcion 1:5 (p/p) o superior de mezcla
(Talidomida : ciclodextrina), mientras que cuando es inferior y del orden 1:1 (p/p) ( principio activo:
ciclodextrina), se obtiene una disminucién de la estabilidad de la Talidomida, lo que nos lleva a
seleccionar la relacion (p/p) 1:2 como aquella que ofrece una buena estabilidad para nuestro principio
activo en solucion en medio citrato pH 5 (0,375 M), segln nuestras condiciones de trabajo, al requerir un

gran volumen de ciclodextrina las proporciones (p/p) 1:5y 1:9.

Las formas sélidas se prepararon en proporciones 1:1 y 1:2 de Talidomida: HPBCD, vya que la
relacion 1:2 nos permite obtener buenos datos de estabilidad para nuestro principio activo. Asi, con
ambas formulaciones se consigue incrementar marcadamente el porcentaje disuelto de principio activo en
funcion del tiempo, ya que en cinco minutos aproximadamente la formulacion sélida de Talidomida
presenta un 70 % disuelto de principio activo, comparado con el 8 % disuelto de Talidomida materia
prima vy, por otro lado, el 80 % disuelto con el complejo de ciclodextrina se alcanza a los 60 minutos,
mientras que para alcanzar este porcentaje disuelto de principio activo en la Talidomida materia prima

son necesarias 6 horas.

Por otro lado, se escogi6 la albdmina como vehiculo en la formacion de dispersiones sélidas de
Talidomida, ya que, segun datos bibliograficos ( Knoche, 1994), la albimina puede reducir el problema de
la racemizacién de la Talidomida. Se escogi6 la ovoalbimina y no la albimina humana porque se puede

administrar por via oral, siendo ademéas mas econémica.

Asi, se prepararon formas liquidas y solidas de Talidomida con la ovoalbimina. Las formas liquidas
presentaban distintas proporciones (p/p) Talidomida: albimina en medio citrato pH 5 (0,375 M), con
valores de estabilidad para nuestro principio activo semejantes a los obtenidos con las respectivas
formulaciones liquidas de Talidomida con la HPBCD, por lo que podemos considerar que no existen
grandes diferencias entre las formulaciones liquidas de Talidomida con HPBCD Yy las formulaciones con
albdmina, en cuanto a valores de estabilidad se refiere, para nuestro principio activo en nuestras

condiciones de almacenamiento y para las proporciones (p/p) Talidomida: vehiculo del orden 1:2y 1:9.

Para las relaciones (p/p) de Talidomida: albdmina del orden 1:1 y 1:2 y segun los resultados de
nuestros estudios de estabilidad en estas formas liquidas, podemos concluir que es bastante méas estable el

complejo 1:2 (p/p) Talidomida: albimina que el complejo 1:1.
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La incorporacion de albdmina para formulacion de dispersiones sélidas con nuestro principio activo
logra mejorar la velocidad de disolucién de la Talidomida; de esta forma se obtiene que a los 5 minutos,
tanto la dispersién 1:1 como la 1:2 de Talidomida: albimina, presentan unos valores de principio activo
disuelto del 80 %, mientras que para la Talidomida materia prima sélo se alcanza un 8 % disuelto en el

mismo tiempo.

Si comparamos los valores de disolucion de nuestro principio activo en dispesiones solidas de
albumina frente a los complejos de inclusion con ciclodextrinas, resulta mas ventajoso la utilizacion de
albumina en el incremento de la velocidad de disolucion de la Talidomida, puesto que a los 5 minutos
frente a los 76,37 % (+ 1,26 ) disuelto de principio activo con el complejo 1:1 (p/p) Talidomida: HPBCD ,
estan los 84,66 % (+2,21) de la dispersion 1:1 Talidomida: albuimina, y frente a los 66,73 % (+ 1,01)
disuelto con complejo 1:2 (p/p) Talidomida: HPBCD , estan los 82,22 % (+ 1,08) disueltos con la

dispersion 1:2 de Talidomida: albdmina.

Respecto a la estabilidad de las dispersiones sélidas de Talidomida con albdmina, no hemos
observado grandes cambios en la estabilidad de nuestro principio activo durante los 6 meses de
almacenamiento, tanto en condiciones normales ( 25°C,60%) como en condiciones aceleradas (40°c,75%).
Esto nos permite escoger la dispersion sélida de Talidomida: albimina en relacion (p/p) 1:2 , por ser la

proporcién que presenta los mejores valores de disolucion para nuestro principio activo.

El empleo de crospovidona en la formacion de dispersiones sélidas con Talidomida también logra
mejorar significativamente la velocidad de disolucion de nuestro principio activo, ya que tanto la relacién
(p/p) 1:1 como la 1:2 de Talidomida: crospovidona, alcanzan el 80 % disuelto en tiempos inferiores a 5
minutos, igual que ocurria con las formulaciones de albimina, pero la diferencia esta en que las
dispersiones solidas de albumina alcanzan mas rapidamente la total disolucion del farmaco que es a los
15 minutos, tanto para las relaciones (p/p) 1:1 como la 1:2 de Talidomida: albimina, mientras que son
necesarios unos 90 minutos para alcanzar la total disolucion del principio activo, tanto en proporciones

(p/p) 1:1 como 1:2 de Talidomida: crospovidona.

Por tanto, de entre todas las formulaciones ensayadas con nuestro principio activo, la dispersion
solida de Talidomida: albumina en proporcién (p/p) 1:2 resulta ser la mas adecuada para someterla a una
compresién directa, puesto que ofrece una adecuada estabilidad para el principio activo y una répida

velocidad de disolucion del mismo.
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Asi, los comprimidos propuestos de Talidomida formulados a partir de la dispersion sélida 1:2 (p/p)
de nuestro principio activo con alblmina presentan un 80 % de disolucion en aproximadamente 20
minutos, y a los 5 minutos alcanzan un 57 % disuelto, mientras que los comprimidos comerciales de
Talidomida alcanzan el 80 % disuelto en méas de 5 horas y a los 5 minutos presentan porcentajes disueltos

inferiores al 5%.

Por ello podemos concluir nuestro trabajo afirmando que la formulacion propuesta para la
Talidomida a partir de la formacion de una dispersion sélida con albumina (p/p) en relacion 1:2 de
Talidomida: albdmina y con distintos excipientes, nos permite obtener unos comprimidos con unas
propiedades farmacotécnicas adecuadas, a la vez que mejoramos su estabilidad frente a excipientes

higroscopicos.

De los estudios de estabilidad realizados con la Talidomida, podemos considerar a las reacciones
hidroliticas como su principal via de degradacion ( Lyon, 1995); aungue se trata de una sustancia con una
baja higroscopicidad relativa, la presencia de excipientes higroscépicos en la elaboracion de los
comprimidos o el empleo de vehiculos higroscopicos como la alblmina, han demostrado que aceleran su
degradacion. Sin embargo, la utilizacion de dispersiones sélidas de Talidomida con albumina utilizadas en
comprimidos con excipientes higroscopicos presentan una mejora en los resultados de estabilidad frente al
almacenamiento, cuando se compara con los mismos comprimidos que carecen de la albumina como
vehiculo de la dispersién sélida. Otros productos, tales como las citokinas, en dispersion sélida con
albdmina presentan una estabilidad muy buena, incluso en condiciones extremas de almacenamiento
(Dawson, 1992)

Esto nos lleva a pensar que la albimina puede captar la humedad que aportan a la formulacion estos

excipientes de compresion, protegiendo a la Talidomida de sus reacciones de hidrolisis.

Es un problema la elevada pérdida de actividad, tanto de los comprimidos comerciales ( més ) como
de la formula propuesta ( menos ), lo que deberia obligar a un replanteamiento en el ajuste de la dosis y

fecha de caducidad del medicamento.
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1° La Talidomida, que actualmente se importa en Espafia, se usa en terapéutica aplicando un
protocolo estricto para las indicaciones admitidas, o bien como parte de un ensayo clinico 0 como™ uso
compasivo™ en indicaciones no admitidas. Las principales indicaciones son de tipo dermatolédgico, como
la lepra, sindrome de Behcet y pririgo; de tipo infeccioso, como el SIDA, tuberculosis y Ulceras; de tipo
reumatoldgico, como la artritis; de tipo hematoldgico, como la enfermedad injerto contra huésped; de
tipo oncoldgico y angiogénico, asi como otras enfermedades huérfanas. La valoracion médica obtenida
mediante el envio de encuestas a hospitales muestra que, en general, los resultados son 6ptimos y buenos

en muchas de las indicaciones mencionadas.

28 La Talidomida es un medicamento huérfano que el Estado importa Unicamente para los
tratamientos autorizados y al no comercializarse en Espafa, no pudimos disponer de materia prima,

viéndonos obligados a sintetizar nuestro propio principio activo, que se obtuvo con una riqueza del 96 %.

3 La estabilidad del principio activo en solucion patrén es muy dependiente del tiempo,
experimentando una degradacion cercana al 5% por hora, por lo que las soluciones seran
extemporaneas. Ademas estd muy influenciado por el valor del pH, ya que a mayor alcalinidad mayor
inestabilidad de la molécula, y depende también del tipo de solucion amortiguadora, asi como de su
osmolaridad, seleccionandose la solucion de pH 5 citrato 0,375 molar como la méas apropiada para la
preparacion de soluciones de Talidomida, puesto que presenta una aceptable solubilidad y una importante

mejora de la estabilidad.

48 En ausencia de datos de farmacopeas relativos a la disolucién del principio activo, podemos
concluir que ésta es independiente del aparato utilizado y que no esta influenciada por la presencia de
sustancias tensoactivas, como el lauril sulfato sédico, mostrando en nuestros ensayos una lenta velocidad
de disolucidn, debida a su escasa solubilidad acuosa, que hace que se alcance el 80% del farmaco a las 6

horas.

52 Con el objeto de mejorar los principales inconvenientes que presenta la Talidomida de escasa
solubilidad acuosa y poca estabilidad en solucidon, que pueden influir extraordinariamente en la accion
terapéutica, se han empleado varios recursos galénicos, entre los que destacamos los complejos de
inclusion con las ciclodextrinas y las dispersiones sélidas con albumina y crospovidona, obteniéndose

grandes mejoras farmacotécnicas para nuestro principio activo.
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62 Las formulaciones liquidas de Talidomida con ciclodextrinas ofrecen los mejores valores de
disolucion con el empleo de la hidroxipropil beta ciclodextrina al 5y 10%, por incrementar en cuatro y
ocho veces, respectivamente, la solubilidad del principio activo, y presentan los mejores valores de
estabilidad cuando la ciclodextrina se encuentra en proporcién 1:2 (p/p) o superior. Los complejos de
inclusion, tanto en relacién 1:1 como 1:2 (p/p), suponen una mejora farmacotécnica importante,

alcanzando cerca del 70% de farmaco disuelto en cinco minutos.

72 Las formulaciones liquidas de Talidomida con albumina presentan una estabilidad en las
relaciones 1:2 'y 1:9 (p/p) parecida a la obtenida con las ciclodextrinas, siendo ademas las formulaciones

con albimina las que consiguen con mayor rapidez la total disolucion del farmaco.

ga Como cabia esperar, de los resultados de nuestros estudios de estabilidad obtuvimos que las
formas solidas de Talidomida presentaron una mejora importante frente a las formulaciones liquidas,
siendo seleccionadas las dispersiones sélidas de Talidomida con albimina en proporcion 1:2 (p/p) por sus

caracteristicas farmacotécnicas para la elaboracion de comprimidos.

98 Los comprimidos propuestos de Talidomida cumplen, con gran diferencia frente a los comerciales,
el ensayo de disolucion, alcanzando el 80% disuelto a los 20 minutos, frente a porcentajes disueltos de

principio activo inferiores al 5% con los comerciales.

108 Por Gltimo, consideramos que seria conveniente continuar este trabajo desde el punto de vista
farmacoldgico y clinico, para evaluar la influencia de las mejoras farmacotécnicas alcanzadas en las

acciones terapéuticas descritas para la Talidomida.
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