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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas desatendidas constituyen un serio problema de salud publica que
afecta principalmente a las zonas geograficas de menores recursos. Los pacientes pedidtricos
son considerados un grupo muy vulnerable, siendo mas susceptible a las infecciones parasitarias
que la poblacion adulta. El praziquantel es un antihelmintico ampliamente utilizado para el
tratamiento y prevencidn de varias parasitosis, principalmente aquellas causadas por el parasito
Schistosoma. En la actualidad, el praziquantel se administra Gnicamente por via oral, y no existen
formulaciones adecuadas destinadas a la poblacion pediatrica. Dada su baja solubilidad acuosa
y alta permeabilidad, se lo enmarca en la Clase Il del Sistema de Clasificacidon Biofarmacéutica.
Esta baja solubilidad condiciona fuertemente la disolucion del farmaco, convirtiendo a ésta en
la etapa limitante para su posterior absorcion. En consecuencia, se requiere la administracion
de dosis elevadas, lo que ocasiona una mayor probabilidad de reacciones adversas y dificultad
para la administracién del fdrmaco en pacientes pediatricos, ya que se requiere la utilizacion de
comprimidos de gran tamafio. Por ello, el praziquantel resulta un buen candidato para mejorar
su perfil biofarmacéutico mediante herramientas tecnolégicas que aumenten su solubilidad

acuosa y velocidad de disolucion.

Entre la vasta cantidad de estrategias disponibles para superar tales limitaciones, en esta Tesis
se utilizd particularmente la reduccién del tamafio de particulas. Concretamente, la aplicacion
de Homogeneizacion de Alta Presion fue la técnica seleccionada para obtener las
nanosuspensiones de praziquantel. Ademas, la incorporacién de los sistemas desarrollados en

formas farmacéuticas aptas para la poblacién pedidtrica también fue abordada.

En el Capitulo 1 se describe la relevancia de las enfermedades infecciosas desatendidas, asi
como el desarrollo de formulaciones destinadas a la poblacidn pediatrica. También se describen
las principales caracteristicas de las nanosuspensiones como posible alternativa para superar

problemas de solubilidad de los farmacos.

En el Capitulo 2 se presentan todos los materiales utilizados en las distintas etapas de desarrollo

y las técnicas implementadas para caracterizar las materias primas y los productos obtenidos.

En el Capitulo 3 se presenta el disefio de las nanosuspensiones de praziquantel mediante la
metodologia de homogeneizacién de alta presion, asi como la seleccion de los excipientes mas
adecuados para su elaboracién. Posteriormente, se aborda la caracterizacién realizada sobre las

nanosuspensiones mas promisorias, en términos fisicoquimicos y biofarmacéuticos.



En el Capitulo 4 se expone la optimizacidn, mediante secado por atomizacién, de una de las
nanosuspensiones elaboradas en el Capitulo 3, seleccionada en base al mejor desempeio
obtenido en su disolucién in vitro. Ademas se incluye el desarrollo de una forma farmacéutica
extemporanea, que consiste en el polvo secado por atomizacién y posteriormente redispersado
en un vehiculo adecuado. Asimismo, se llevd a cabo la caracterizacion tanto del polvo como del

producto redispersado, en términos fisicoquimicos y biofarmacéuticos.

En el Capitulo 5 se presenta el desarrollo de gomas masticables conteniendo praziquantel
nanoparticulado, incorporado tanto en forma de nanosuspensién como de polvo resuspendido.
Asimismo, se realizd una caracterizacion que incluyd propiedades fisicoquimicas, farmacéuticas

y mecdnicas.

Por ultimo, en el Capitulo 6 se presentan las conclusiones generales de esta Tesis, junto a los

principales aspectos a considerar en trabajos futuros.

De esta forma, se logré aplicar exitosamente una combinacién de procesos tecnolégicos a fin de
mejorar propiedades biofarmacéuticas desfavorables del praziquantel, y obtener formas
farmacéuticas aptas para la administracion pedidtrica, actualmente no disponibles en el

mercado.



ABSTRACT

Neglected infectious diseases constitute a serious public health problem that mainly affects
geographical areas of lower resources. Pediatric patients are considered a very vulnerable
group, being more susceptible to parasitic infections than the adult population. Praziquantel is
an anthelmintic widely used for the treatment and prevention of several parasitosis, mainly
those caused by the Schistosoma parasite. Currently, praziquantel is administered merely by oral
route and there are no suitable formulations intended for the pediatric population. Due to its
low aqueous solubility and high permeability, praziquantel belongs to Class Il in the
Biopharmaceutical Classification System. This low solubility strongly affects the drug dissolution,
becoming the limiting step for its subsequent absorption. Consequently, the administration of
high doses is required, which causes a greater probability of adverse reactions and difficulty for
the drug administration to pediatric patients, since the use of large tablets is required.
Therefore, praziquantel is an interesting candidate for the improvement of its
biopharmaceutical profile through the application of technological tools that increase its

aqueous solubility and dissolution rate.

Among the large number of strategies available to overcome such limitations, in this Thesis
particle size reduction was particularly used. Specifically, High Pressure Homogenization was the
selected technique to obtain praziquantel nanosuspensions. In addition, the incorporation of
the developed systems into pharmaceutical forms suitable for pediatric population was also

addressed.

In Chapter 1, it is described the importance of neglected infectious diseases, as well as the
development of formulations for the pediatric population. In addition, the main characteristics
of nanosuspensions, as a possible alternative to overcome drug solubility problems, are also

described.

In Chapter 2, it is presented all the materials that have been used at the different development
stages, and the techniques implemented to characterize the raw materials and the obtained

products.

In Chapter 3, it is presented the design of praziquantel nanosuspensions by the application of
High Pressure Homogenization, as well as the selection of the most suitable excipients for its
development. Subsequently, the characterization of the most promising nanosuspensions is

addressed, in physicochemical and biopharmaceutical terms.



In Chapter 4, it is described the optimization, by spray drying, of a nanosuspension described in
Chapter 3, and selected based on the obtained in vitro dissolution performance. In addition, it
is also included the development of an extemporaneous pharmaceutical form, which consists of
the spray-dried powder and subsequently redispersed in a suitable vehicle. Likewise, the
characterization of the powder as well as the redispersed product was carried out, in

physicochemical and biopharmaceutical terms.

In Chapter 5, it is presented the development of chewable gels containing nanoparticulate
praziquantel, incorporated as nanosuspension or redispersed powder. Furthermore, the
characterization of these products was carried out, including physicochemical, pharmaceutical

and mechanical properties.

In Chapter 6, the general conclusions of this Thesis are presented, as well as the main aspects to

be considered for future works.

In this sense, a combination of technological processes was successfully applied to improve
unfavorable biopharmaceutical properties of praziquantel and obtain suitable pharmaceutical

forms for pediatric administration, currently not available in the pharmaceutical market.
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CAPITULO 1

Introduccion y objetivos



1.1. Aspectos generales sobre las enfermedades infecciosas desatendidas

De acuerdo al Programa Especial de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para
Investigacion y Capacitacidon en Enfermedades Tropicales, las enfermedades de la pobreza son
aquellas que afectan principalmente a los habitantes de paises en desarrollo, los cuales se
encuentran en una clara desventaja social y con un limitado acceso a los servicios publicos y de
salud [1]. Dentro de estas patologias, se encuentran las enfermedades infecciosas desatendidas
(EID). Las EID son principalmente de origen parasitario y su denominacion esta asociada a la
pobreza y la marginalidad de quienes las padecen, sumado a que no han recibido atencién del
ambito nacional ni internacional, lo que se traduce en una escasez de recursos para su abordaje
integral. Ademas de provocar dolor y sufrimiento, estas enfermedades causan estigma vy
discriminacién asociados a sus secuelas, que muchas veces resultan irreversibles [2]. La OMS
estima que mas de 1000 millones de personas en el mundo sufren una o mas de estas

enfermedades y viven en zonas con elevado riesgo de contraerlas [2].

De acuerdo a la OMS, dentro de las EID se incluyen el dengue, la rabia, el tracoma causante de
ceguera, la ulcera de Buruli, las treponematosis endémicas, la lepra, la enfermedad de Chagas,
la tripanosomiasis africana humana, la leishmaniasis, la cisticercosis, la dracunculosis, la
equinococosis, las infecciones por trematodos transmitidas por los alimentos, la filariasis

linfatica, la oncocercosis, la esquistosomiasis y las helmintiasis transmitidas por el suelo [3].

La mayoria de estas enfermedades son crénicas y los efectos sobre la salud son perdurables,
afectando el crecimiento, el desarrollo fisico e intelectual y la capacidad de aprendizaje, lo cual
a su vez disminuye la productividad laboral y, por lo tanto, la capacidad de generar ingresos
familiares adecuados. Todo esto contribuye a obstaculizar el progreso y desarrollo de las
comunidades, poblaciones y paises afectados y a deteriorar alin mas su ya precario nivel de vida,

perpetuando asi el circulo vicioso de la pobreza, pues son a la vez consecuencia y causa de ella

[2].

De acuerdo a reportes de la OMS, en América Latina y el Caribe viven unas 200 millones de
personas bajo condiciones de pobreza. Estos datos indican la vulnerabilidad de estas
poblaciones para contraer alguna de las enfermedades infecciosas. Ademas, varias de estas
enfermedades también estan estrechamente relacionadas con la falta de acceso a agua potable
y saneamiento bdasico. En el afio 2012, el 12 % de la poblacién del continente americano que

vivia en zonas rurales no tenia acceso a agua segura y el 25 % no contaba con saneamiento



basico adecuado. Esas carencias contribuyen a que la poblacién americana en general

represente el 8,8 % de la carga global de las EID [2].

Cabe destacar que estas enfermedades se pueden prevenir, controlar e incluso eliminar con un
fuerte compromiso gubernamental [4]. En tal sentido, la OMS junto con la Organizacién
Panamericana de la Salud han considerado necesaria la implementacidn de siete estrategias
integradas de salud publica con el fin de combatir las EID. Estas estrategias incluyen el suministro
de agua potable, el saneamiento y mejora de la higiene, la atencién de la salud publica
veterinaria, la educacion sanitaria de las comunidades, el manejo integrado de los vectores, el
manejo intensivo de los casos y el acceso a medicamentos para la prevencion y tratamiento [2].
Finalmente, es importante remarcar que la solucidn para prevenir y controlar las EID debe darse

en un contexto de lucha contra la pobreza y la inequidad.

1.1.1. Desarrollo de medicamentos para el tratamiento de EID

Con respecto al tratamiento de estas enfermedades, sélo un infimo porcentaje de los nuevos
medicamentos que logran llegar al mercado cada afio se destina a las EID. Un estudio publicado
en The Lancet Infectious Diseases muestra que de 256 nuevos productos terapéuticos que
llegaron al mercado entre enero de 2012 y septiembre de 2018, sélo ocho estuvieron dirigidos

a enfermedades infecciosas [5].

Estos resultados indican la existencia de una profunda brecha entre los impactos de esas
enfermedades, sobre la salud publica y la economia del pais o regién, y el desarrollo de
tratamientos adecuados. De los ocho productos aprobados en ese periodo, ninguno fue
especificamente para las EID sino para la malaria y la tuberculosis, y de hecho, Unicamente dos
fueron nuevos compuestos quimicos: bedaquilina, para tuberculosis, y tafenoquina, para
malaria. Los demadas constituyeron medicamentos conteniendo farmacos aplicados en el
tratamiento de otras enfermedades que fueron aprobados para uso clinico en EID, o que se

disefiaron vehiculizando un farmaco ya aprobado en forma de nuevas formulaciones [5].

La falta de nuevas tecnologias para enfermedades desatendidas se debe principalmente a la
escasez de fondos destinados a innovacion. Si bien las inversiones en investigacion para
combatir enfermedades infecciosas alcanzaron el valor récord de USS 3.600 millones en 2017,
detrds de esa cifra hay algunas disparidades. El 70 % de ese total se destind al desarrollo de
nuevos tratamientos para el HIV, la malaria y la tuberculosis, donde se ha observado la mayor

innovacion farmacéutica en las ultimas décadas. Sin embargo, no se observaron grandes



inversiones ni desarrollos en enfermedades tropicales que realmente estan desatendidas como

dengue, chikungunya, leishmaniasis y esquistosomiasis, entre otras [5].

Como es sabido, el desarrollo de un nuevo medicamento para cualquier enfermedad es un
proceso extenso y complejo. Es necesario llevar a cabo estudios clinicos con un gran nimero de
pacientes, lo que requiere infraestructura y personal capacitado. En el caso de las EID, conducir
un ensayo clinico en una region de bajos recursos, carente de electricidad y otros servicios
basicos, seria muy dificultoso. Por ultimo, luego de superar estas dificultades y aprobar un nuevo
medicamento, que puede tardar en promedio 10 a 12 afos, los productores deben lograr que
los tratamientos lleguen a los pacientes y que sean accesibles [5]. Especialmente esto impacta
en el desarrollo de especialidades medicinales orientadas a pacientes pediatricos. Por ello, el
desarrollo de nuevos materiales y/o especialidades medicinales que optimizan las terapias
utilizando farmacos, reconocidos como seguros y eficaces para las EID, es una estrategia
atractiva. Se reducen los ensayos requeridos por las agencias regulatorias para su aprobacién y

se brindan soluciones a problemas de salud publica.

1.2. Formulaciones huérfanas en pediatria

Las formas farmacéuticas pedidtricas deben estar adaptadas a las necesidades del nifio en
funcién de la edad, el peso, las condiciones fisiolégicas y los requisitos del tratamiento [6]. Todos
estos criterios deben ser tenidos en cuenta para lograr una administracién de dosis segura y
precisa, reduciendo asi el riesgo de errores de medicaciéon y mejorando tanto la adherencia al

tratamiento, como los resultados terapéuticos alcanzados [7].

Sin embargo, conseguir esto en el dmbito pediatrico se vuelve muy dificil, dado que en la
mayoria de las ocasiones los pacientes son tratados con las mismas formas farmacéuticas que
los adultos. En general, las compafiias farmacéuticas encuentran poco atractivo y redituable el
desarrollo de medicamentos y dosificaciones para nifios, por diversos motivos. En primer lugar,
la poblacion mundial pediatrica es mucho menor que la adulta, considerando que los seres
humanos viven aproximadamente 16 afios como nifios, y entre 60 y 80 afios como adultos. Por
otro lado, se encuentran cuestiones inherentes a la investigacidn en pacientes pediatricos, entre
las que se pueden mencionar problemas éticos, cientificos y practicos. Asimismo, como los nifios
crecen, su tamafio corporal y la composicidn, la fisiologia, los cambios cognitivos y motores son
permanentes. Por todo ello, y debido a la falta de estudios de investigacion especificos, en

pediatria se utilizan farmacos extrapolando los datos provenientes de los adultos [8].



Histéricamente, el hecho de no apreciar los cambios en el desarrollo de los nifios ha llevado a
muchos resultados adversos en la practica clinica. Los ejemplos incluyen muertes infantiles por
ahogamiento con comprimidos de albendazol, el uso letal de alcohol bencilico o dietilenglicol en
elixires de sulfanilamida, y desequilibrios de electrolitos causados por altos contenidos de sodio
o potasio en formulaciones parenterales [9-11]. Para prevenir tales tragedias y asegurar el
tratamiento adecuado de nifios de todas las edades, a menudo se necesitan diferentes vias de

administracién, formas de dosificacion y/o concentraciones para el mismo principio activo.

La falta de alternativas terapéuticas en la poblacién pediatrica se refleja en el enorme uso off-
label de medicamentos, que se define como la utilizaciéon de un medicamento por fuera de las
especificaciones autorizadas, tales como el uso para otra indicacidn, dosificacién o grupo etario
diferente, pero con eficacia y seguridad claramente contrastadas [12]. De esta manera, el
farmacéutico es el encargado de adaptar, en forma galénica, una determinada formulacién
disefiada para adultos para que sea util en los nifios, por medio del fraccionamiento y
pulverizado de comprimidos, apertura de cdpsulas y administracion en vehiculos de suspension
o conjuntamente con alimentos, entre otros. Estas estrategias son Utiles para abordar la falta de
acceso al medicamento pediatrico. Sin embargo, esto debe motivar el desarrollo del

correspondiente medicamento pediatrico.

A aquellos medicamentos que no estan disponibles en formas farmacéuticas adecuadas para la
poblacién pediatrica se los conoce como “formulaciones huérfanas”. Estas constituyen
formulaciones cuya dosis del ingrediente farmacéutico activo (IFA) o forma farmacéutica no se
encuentra disponible como especialidad medicinal apropiada [8]. A diferencia de un
“medicamento huérfano”, la formulacion huérfana no es destinada exclusivamente a pacientes
con enfermedades raras, sino que pueden ser enfermedades totalmente comunes [8]. Es decir,
en una formulacién huérfana el IFA existe, tiene indicacidn para la enfermedad a tratar y se
presenta en otras formulaciones comerciales, pero lo que falla es la forma farmacéutica

especificamente necesaria para la poblacidn pediatrica [8].

Para superar los desafios mencionados anteriormente, se cred un nuevo entorno regulador
pedidtrico entre Estados Unidos y la Unién Europea, para estimular el desarrollo y la
disponibilidad de medicamentos apropiados para esta poblacion. El objetivo previsto a largo
plazo consiste en integrar las necesidades pediatricas al desarrollo general de medicamentos,
de modo que cada nuevo componente se evalle sistematicamente para su uso potencial en
nifios. El progreso inicial se logréo combinando los requisitos legales con incentivos para que las

empresas prueben, autoricen y formulen medicamentos para uso en nifios [6].



No obstante, las areas terapéuticas que aborda la industria parecen estar mas alineadas con el
desarrollo de medicamentos para adultos que con las necesidades de salud publica no
satisfechas en pediatria. Para orientar los esfuerzos hacia beneficios terapéuticos significativos
para los nifios, las agencias gubernamentales de los Estados Unidos y la Unién Europea han
establecido listas de medicamentos prioritarias, destacando areas con un uso off label
sustancial [13-15]. Sin embargo, estos listados no se adaptan completamente a las

problematicas de paises en desarrollo.

Debido a ello, la OMS presentd la iniciativa “Make Medicines Child Size” que se focaliza en el
disefio de formas farmacéuticas adecuadas para el tratamiento de enfermedades con alta
prevalencia en nifios, que residen en paises en desarrollo [16]. Esta contribucion podria reducir
en gran medida la morbilidad y mortalidad infantil. En el caso particular de los medicamentos
antiparasitarios, mas precisamente antihelminticos intestinales para uso en nifios, la OMS
recomienda como esenciales a los siguientes IFAs: albendazol, levamisol, mebendazol,
niclosamida, pirantel y praziquantel, en formulaciones adecuadas para administracion

pedidtrica [17].

1.3. Aspectos tecnoldgicos para el disefio de formulaciones pediatricas

La administracidon oral de medicamentos sigue siendo la via de administracion preferida y

mayormente aceptada, tanto en poblaciones pediatricas y adultas por igual [18].

Durante el disefio y el desarrollo de una nueva formulacion destinada a pacientes pediatricos se
debera considerar que ésta sea estable, segura, eficaz y facil de administrar. Para ello, se
requiere considerar las propiedades fisicas, quimicas y biofarmacéuticas del IFA y la
funcionalidad y compatibilidad de los excipientes que formaran parte del medicamento [19]. Se
debe lograr que la forma farmacéutica presente flexibilidad de dosificacion, permitiendo el
ajuste de dosis en funcidn del peso del paciente, y procurar enmascarar el sabor desagradable
de los IFAs, para minimizar la pérdida por derrames intencionales. La importancia de estos
aspectos radica en la aceptabilidad de la formulacidn por parte del paciente, la cual facilitaria la

adherencia al tratamiento [20].

La solubilidad, la estabilidad quimica y el sabor del IFA, junto con la dosis prevista y la edad del
paciente, contribuyen a determinar el tipo de formulacién factible de desarrollar. Para los nifios

menores de 5 afios, las formulas liquidas son preferidas y se administran mediante cuchara,



jeringa o gotero. A medida que se avanza en edad, los nifos desarrollan gradualmente sus
habilidades cognitivas y motoras, y mejoran su capacidad para deglutir medicamentos. Por lo
que el conjunto de tecnologias alternativas se amplia, incluyendo a las formulaciones
semisdlidas o solidas. Actualmente, en el mercado, existen numerosas variantes de
formulaciones orales pediatricas (Figura 1.1). Entre ellas se pueden encontrar las formulaciones
listas para usar (soluciones, suspensiones, comprimidos convencionales, masticables y de
desintegracion oral u orodispersables) y también formulaciones que requieren una
manipulacion previa a su administracion (polvos o comprimidos para reconstituir en forma de
suspensidn, comprimidos efervescentes, granulos o polvos a granel o contenidos en una capsula
para espolvorear en los alimentos o bebidas) [21]. Ademas hay una tendencia creciente a utilizar
formas farmacéuticas cada vez mdas atractivas para la poblacién pediatrica, como son los

caramelos y las gomas masticables.
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[

Figura 1.1. Esquema de formas farmacéuticas pediatricas para administrar principios activos por via oral

Cabe destacar que si bien estas formulaciones han sido desarrolladas para el uso pediatrico, no
son exclusivas de estos pacientes. Asi, pacientes adultos que requieran ajustar la dosis, o
presenten inconvenientes para deglutir los comprimidos convencionales, o requieran un efecto

farmacocinético deseado, pueden también utilizarlas [22].

A continuacion se describirdn brevemente algunas de las formulaciones mencionadas.



Formas farmacéuticas liquidas orales

Las formulaciones liquidas orales constituyen la forma farmacéutica preferida, o indicada, para
muchos pacientes en pediatria. En estas formulaciones se requiere que el IFA esté disuelto o
suspendido en un vehiculo, y que ademas cumpla con requisitos de biodisponibilidad,
estabilidad y sabor agradable [23]. Las formas liquidas orales suelen presentar algunas ventajas
respecto a las formulaciones sélidas, como una mayor biodisponibilidad, un menor efecto
irritante sobre la mucosa gastrica, mayor flexibilidad de dosificacion y una mayor facilidad de
ingestion. Entre los inconvenientes, cabe destacar el mayor riesgo de contaminacién y la posible
inestabilidad quimica de los farmacos en solucién [19]. Como se menciond previamente, dentro
de este grupo puede hacerse una diferenciacidn entre aquellas formas listas para su uso y las

gue requieren una manipulacidn previa por parte del usuario.

Es importante considerar que las formas liquidas deben estar acompafadas por un dispositivo
de medicidn de volumen apropiado, para asegurar la exactitud de la dosis a administrar. El
dispositivo debe ser adecuado para medir todas las dosis recomendadas posibles, y la idoneidad
debe validarse en relaciéon con la preparacion liquida real. Esto es particularmente critico para
liquidos orales viscosos. Por otra parte, el prospecto debe incluir instrucciones claras sobre el

uso correcto del dispositivo, para garantizar que el nifio tome la dosis recomendada [24].

Entre las formas farmacéuticas liquidas mds comunmente utilizadas en farmacoterapia

pedidtrica podemos citar:
e Soluciones

Son formas farmacéuticas que contienen uno o mas IFAs disueltos en un medio liquido
apropiado. Las concentraciones de farmaco que vehiculizan generalmente varian de 1 pg/ml a
500 mg/ml, y los volimenes de dosis pueden ir desde tan sélo 0,1 ml hasta decenas de mililitros,

siendo el volumen ideal de 5 ml [21].
e Suspensiones

Son sistemas heterogéneos que contienen particulas de farmaco finamente divididas y
distribuidas de manera uniforme en un vehiculo, en el cual el IFA es insoluble o presenta un
grado de solubilidad minimo. La mayoria de las suspensiones son de base acuosa con cierta
viscosidad, que incluyen agentes aromatizantes y edulcorantes. Las suspensiones orales
permiten la administracién de farmacos que son inestables en solucion, pero quimicamente

estables cuando se formulan en forma de suspension. El sistema fisicoquimico suspension puede



considerarse inicialmente como una forma de dosificacién palatable, dado que el sabor
desagradable de ciertos fdrmacos es superado o minimizado al formularlos como particulas no

disueltas [21].

Algunos de los atributos criticos de calidad de las suspensiones orales incluyen caracteristicas
fisicoquimicas tales como la viscosidad, la capacidad de formacidn de espuma, la sedimentacién
y la adherencia del IFA suspendido al envase primario y/o dispositivo de medicion. Cuando no
puede evitarse la sedimentacidn resulta indispensable que la suspensidén se redisperse
completamente con una simple agitacién manual, para asegurar una correcta uniformidad de

dosis [21].

e Solidos para reconstituir en forma de suspension

Si el farmaco no es quimicamente estable a largo plazo cuando se presenta en forma liquida, se
puede formular como un sélido que es necesario reconstituir en forma de suspension, al
momento de ser utilizado [21]. El componente sélido puede estar constituido por polvos,
comprimidos, granulos o microcapsulas, siendo los polvos los mas cominmente utilizados. Las

caracteristicas particulares de este tipo de formulacidn se abordaran en detalle en el Capitulo 4.

e Preparaciones efervescentes

Las formas farmacéuticas efervescentes incluyen comprimidos, granulos y polvos, que se
disuelven en agua antes de la administracion, y constituyen una alternativa interesante para
vehiculizar IFAs con estabilidad insuficiente en medios acuosos. Ademds, se pueden transportar
con mayor facilidad que las formulaciones liquidas convencionales [24,25]. Sin embargo, las
preparaciones efervescentes para uso en pediatria pueden estar restringidas por el alto
contenido de electrolitos y el volumen relativamente grande de liquido necesario para la

disolucién [25].

Formas farmacéuticas sdlidas y semisdlidas orales

Si bien es ampliamente conocido que las formas farmacéuticas sélidas (e.g. comprimidos y
capsulas) son las mas utilizadas para administrar farmacos, su uso en la poblacién pediatrica se
ve limitado por la incapacidad de los nifios para deglutirlas, especialmente las de mayor dosis

como antiparasitarios y antibidticos [18].

Actualmente, existen alternativas a las formulaciones convencionales, tales como los sistemas
multiparticulados, los comprimidos orodispersables y masticables y las gomas masticables. Su

utilizacién es cada vez mayor debido a que superan ciertas limitaciones de las formulaciones
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liquidas, tales como problemas de estabilidad, de uniformidad de dosis y de facilidad de
administracion. Por otro lado, utilizando formulaciones sélidas es posible desarrollar sistemas
de liberacién modificada y asegurar una ingesta de dosis completa, especialmente en nifios muy
pequeiios que pueden rechazar el medicamento. Sin embargo, esto puede significar una
desventaja, ya que no es posible adecuar las dosis segun el peso del nifio. Cuando esto ocurra,
se podran prever formulaciones a diferentes concentraciones. Ademas, aprovechando los
atributos de las formas sélidas, como el tamafio, la forma y el color, se podran lograr formas

farmacéuticas amenas para esta poblacidn particular [18].

A continuacion, se describen las formas farmacéuticas sélidas y semisélidas mas relevantes para

administracién de farmacos en nifios.

e Comprimidos masticables

Estas formulaciones estan destinadas a ser masticadas antes de ser ingeridas. Los desafios en el
desarrollo farmacéutico incluyen asegurar las propiedades organolépticas aceptables, asi como
garantizar que los comprimidos se trituren facilmente durante el proceso de masticacion. Estas
formulaciones son consideradas seguras y bien toleradas para los nifios a partir de los 2 afios,
dado que el conjunto completo de los dientes de leche estd generalmente desarrollado a esa
edad. De hecho, la masticacidon antes de deglutir es un mecanismo innato, aunque esta
poblacién puede no entender completamente la instruccion de masticar o retener en la boca.
Por ello, se deben investigar especialmente las consecuencias de consumir intactos los
comprimidos masticables; incluso puede ser preferible que éstos se formulen de manera tal que

ambos métodos de administracién sean posibles [18].

e Comprimidos orodispersables (también llamados ODT, por sus siglas en inglés)

Estas formas farmacéuticas estan destinadas a colocarse directamente en la boca, donde se
desintegran rapidamente con la saliva previo a la deglucidn, evitando la necesidad de utilizar
agua para su administracién. Estas formulaciones generalmente vehiculizan farmacos en dosis
baja y, como en otros casos, se debe prestar atencidon en garantizar que las propiedades

organolépticas, incluida la textura y la palatabilidad, sean aceptables [26].

Este tipo particular de comprimidos pueden ser utilizados en toda la poblacién pediatrica,
aunque, al igual que en comprimidos masticables, se deben considerar los riesgos asociados a
ser deglutidos intactos. La mayor velocidad de accidn y la mejorada biodisponibilidad de estas

formas farmacéuticas pueden ser ventajosas, aunque también se ha informado acerca de
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posibles riesgos por una mayor absorcion del fdrmaco, que podria llevar a la intoxicacién en

ninos [18].

e Sistemas multiparticulados

Estas formas farmacéuticas incluyen polvos y granulos, que pueden considerarse formulaciones
en si mismas (para administrar espolvoreados sobre alimentos y bebidas) o constituir el
producto intermedio de otra formulacidn final (capsulas, comprimidos, etc.). La provisidn de
diferentes tamafios y dosis permite una dosificacién precisa y confiable de manera
individualizada, requerida en la poblacion pediatrica. Para garantizar una sensacidn adecuada
en la boca y reducir el riesgo de masticacion involuntaria, el tamafio de particula de los polvos

destinados a espolvorearse debe ser entre 2,5y 2,8 mm [27].

A partir de los 6 meses de edad los bebés pueden comenzar a tragar alimentos semisdlidos, y
esto podriaincluir la administracién de sistemas multiparticulados en los mismos. Es importante
destacar que se requeriran estudios de compatibilidad apropiados para asegurar que el IFAy la
formulacién no provoquen interacciones fisicas o quimicas con los alimentos o bebidas con los

que se pueden mezclar [18].

e Gomas masticables

Las gomas masticables, también conocidas como geles masticables [28], son consideradas otra
alternativa interesante para la administracidn de farmacos en nifios. El componente principal de
estas formulaciones es el hidrocoloide o agente gelificante, especialmente gelatina. Estas

formas farmacéuticas se describiran en forma exhaustiva en el capitulo 5.

En conclusidn, existen diversas tecnologias capaces de ser utilizadas para vehiculizar farmacos a
ser administrados a la poblacidn pediatrica y, aunque las formas liquidas son muy utilizadas,
existe una marcada tendencia a desarrollar formas sdlidas y semisdlidas, principalmente por

consideraciones de estabilidad, tanto quimica como fisica.

1.4. Praziquantel

El farmaco seleccionado para el desarrollo de nuevos sistemas farmacoterapéuticos para
administracion pedidtrica, objeto de este trabajo de Tesis, es el Praziquantel, dado que es un

principio activo de amplio uso y particular importancia en la poblacidn pediatrica, tanto en el
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tratamiento como en la prevencién de determinadas parasitosis, principalmente

esquistosomiasis.

El Praziquantel (PZQ) es un principio activo perteneciente al grupo de los antihelminticos, de uso
tanto en medicina humana como veterinaria. Es efectivo contra diversos trematodos y cestodos,

especialmente los esquistosomas [29].

El PZQ es un derivado isoquinolinico, que posee en su estructura quimica un nucleo de pirazina,
otro de isoquinolina y un radical ciclico hexil-carbonilo (Figura 1.2). Se conoce que el grupo oxo
en la posicion 4 es esencial para la actividad del farmaco y que cualquier modificacién del anillo

esqueleto suprime la actividad [30].

Figura 1.2. Estructura quimica de Praziquantel

Es de destacar que el PZQ posee un centro quiral en la posicion 11b (*) (Figura 1.2.).
Actualmente, el producto registrado y utilizado en terapéutica es un racemato formado por R-
(-)-PZQ (L-PZQ levorotatorio) y S-(+)-PZQ (D-PZQ dextrorotatorio), en partes iguales. Sin
embargo, Unicamente el isdmero levorotatorio es biolégicamente activo, mientras que el
dextrorotatorio (inactivo) es el que contribuye al sabor amargo y duplica innecesariamente el

tamafio de los comprimidos [31].
1.4.1. Mecanismo de accidn

Tras la administracion de PZQ, el principal dafio que puede observarse en los esquistosomas es
la paralisis espastica de la musculatura del gusano. Esta contraccion es causada por un rapido
flujo de iones Ca?* dentro del esquistosoma. De esta manera, se altera la homeostasis de calcio
y se induce el desprendimiento de las ventosas del parasito de la pared vascular del huésped
[32]. Como consecuencia, se produce un desplazamiento de los esquistosomas desde las venas
mesentéricas hacia el higado, pudiendo el hospedador eliminarlos posteriormente [31]. Otro
efecto observado luego de la administraciéon de PZQ es la alteracién del tegumento del agente

infectante, que depende de la dosis y del tiempo de tratamiento [33]. Las principales
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alteraciones morfolégicas que puede sufrir el tegumento son la vacuolizacién en la base del
sincitio tegumental y la vesiculacidon de la superficie, afectando las funciones de absorcion,

excrecion y secrecién del parasito [33].

El PZQ puede actuar sobre las distintas etapas de desarrollo de los esquistosomas, siendo eficaz
contra los parasitos adultos, miracidios y cercarias, pero presenta poco o ningun efecto sobre

las fases juveniles, i.e., huevos, esporoquistes o esquistosémulos [34].

El ciclo biolégico de Schistosoma, en cuyos estadios puede ejercer efecto el PZQ, se muestra en

la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Ciclo bioldgico de Schistosoma. Adaptado de Referencia [30].

1.4.2. Indicaciones terapéuticas y posologia

El PZQ se utiliza como farmaco antiparasitario (antihelmintico) en humanos y se administra
exclusivamente por via oral como comprimidos. Constituye el tratamiento de eleccién para la
esquistosomiasis y una alternativa terapéutica en otras patologias producidas por trematodos y

cestodos [35].

Este farmaco esta indicado principalmente para el tratamiento de parasitosis causadas por

especies de Schistosoma patégenos para el humano, tales como son S. mansoni, S. intercalatum,
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S. haematobium, S. japonicum y S. mekongi. El PZQ también es altamente efectivo en el
tratamiento de infecciones intestinales, hepaticas y pulmonares, incluyendo las causadas por
Fasciolopsis buski, Metagonimus yokogawai, Heterophyes heterophyes, Echinostoma spp,
Clonorchis sinensis, Opisthorchis viverrini, Opisthorchis felineus y varias especies de
Paragonimus, asi como en infecciones causadas por tenias y otros cestodos, tales como Taenia

solium, Taenia saginata, Diphyllobothrium latum y Hymenolepis nana [35].

Con respecto a las dosis y posologias habitualmente utilizadas, algunas de ellas se indican en la

Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Dosis y posologia habitualmente utilizadas para distintas parasitosis

Parasitosis Dosis y Posologia

Esquistosomiasis ~ 40-60 mg/kg en dosis Unica o 3 dosis de 20 mg/kg, en intervalos de 4 a 6 h, por un

dia [36]
Himenolepiasis 15-25 mg/kg en dosis Unica [37]
Teniasis
5-10 mg/kg en dosis Unica [35]
intestinal
Cisticercosis 50 mg/kg/dia en 3 dosis durante 14 dias [35]
Difilobotriosis 10-25 mg/kg en dosis Unica [37]

1.4.3. Perfil farmacocinético

Un resumen de los principales procesos farmacocinéticos que ocurren tras la administracién oral
de PZQ se puede observar en la Figura 1.4. Es importante destacar que los estudios
farmacocinéticos de PZQ llevados a cabo en humanos resultan escasos y ningln estudio ha sido
realizado en la poblacién pediatrica. Por otra parte, debido a que no existe una formulacion

parenteral para uso humano, la biodisponibilidad absoluta de PZQ no se conoce.

El PZQ es un compuesto hidréfobo y de baja solubilidad acuosa, que presenta una absorcién
rapida y casi completa (mayor al 80 %) [31]. Sin embargo, su biodisponibilidad sistémica es baja
y posee alta variabilidad interindividual. De acuerdo a lo que se ha observado en distintos
estudios, la biodisponibilidad de PZQ aumenta cuando se administra junto con alimentos, siendo
este aumento mayor cuando se trata de una dieta rica en carbohidratos [38]. Este efecto puede
deberse a cambios en el flujo sanguineo hepatico, asi como a la expresion alterada del citocromo

P450 en respuesta a la dieta o a cambios en el metabolismo de primer paso [39]. Ademas, la
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variabilidad en la biodisponibilidad oral se ha asociado a diferencias en los procesos de
disolucién de diferentes especialidades medicinales [40]. En la poblacidon pediatrica, el
desarrollo de los cambios en la motilidad intestinal entre nifios de muy corta edad y nifios mas
grandes hacen que alcanzar la maxima concentracion plasmatica demore mas tiempo. Es por
eso que se esperan velocidades de absorcién mas lentas en los nifios mds pequefios. Este
comportamiento se hace mas relevante al tratarse de un farmaco de baja solubilidad acuosa
[41]. Las caracteristicas mencionadas convierten a PZQ en un candidato para explorar mejoras

en la velocidad de disolucidn, enfoque que se retomard en secciones subsiguientes.

Una vez en el torrente sanguineo, el PZQ se distribuye a través de todo el organismo,
concentrandose especialmente en el higado y los rifiones [42]. En cuanto al volumen de
distribucién, éste aun no ha sido reportado. Aproximadamente el 80 % de PZQ se une a
proteinas, principalmente albimina, haciendo que los niveles de farmaco libre estén sujetos a
factores tales como la nutricién y la inflamacién [43]. En nifios menores a 1 afio de edad, la
fraccion de farmaco libre sera mayor, dado que presentan menor cantidad de proteinas en

plasma.

Tal como se ha reportado en la literatura, el PZQ sufre un extenso efecto de primer paso
hepatico, llevado a cabo por el sistema citocromo (situacion que también compromete la
biodisponibilidad oral). Los principales metabolitos inactivos en el humano son derivados de PZQ
mono- y di-hidroxilados [39]. Dado que los procesos metabdlicos del higado son mas lentos en
los bebés que en los nifios mayores y adultos, se podria esperar una vida media mas prolongada
en el primer grupo etario mencionado, aunque se requieren estudios adicionales para llegar a

una informacién concluyente [39].

La eliminacidn de PZQ es principalmente renal. Dado que el farmaco es altamente metabolizado
en el circuito hepatico, menos del 0,01 % del farmaco intacto se encuentra en la orina. En el caso
de los nifios pequefios, generalmente lleva de 6 a 12 meses alcanzar las funciones renales de los
adultos. Por lo tanto, la eliminacion de PZQ debe ser similar en nifios en edad preescolar y en

adultos [39].
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Figura 1.4. Esquema de las principales caracteristicas farmacocinéticas de PZQ. Adaptado de Referencia
(39]

En sintesis, la biodisponibilidad oral de PZQ se ve afectada por los procesos de disolucién y

metabolismo hepatico.

1.4.4. PZ2Q en el Sistema de Clasificacidon Biofarmacéutica
El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB) permite agrupar a los distintos principios
activos de acuerdo a su solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal (Figura 1.5). En el
desarrollo de nuevas formulaciones, el SCB permite identificar rapidamente el conjunto de
estrategias de formulacidn o procesamiento, Utiles para mejorar las propiedades limitantes del

farmaco [44].

Clase I1 Clase I
- { Solubilidad T Solubilidad
E 1 Permeabilidad 1 Permeabilidad
E
-
5 )
E Clase IV Clase ITI
& 1 Solubilidad T Solubilidad
4 Permeabilidad { Permeabilidad
Solubilidad

Figura 1.5. Sistema de clasificacidon Biofarmacéutica
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En base a este sistema, el PZQ se clasifica como un farmaco clase Il [42, 45, 46]. Esto significa
gue posee baja solubilidad acuosa y alta permeabilidad, lo cual hace que la velocidad de
disolucidn sea el factor limitante del proceso de absorcidn y biodisponibilidad. Si el proceso de
disolucién se encuentra bloqueado, es lento o incompleto, el efecto terapéutico buscado
resultara ineficiente o nulo, es decir, la biodisponibilidad se vera seriamente comprometida.
Cabe destacar que dentro del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica basado en el grado de
metabolizacion del farmaco (BDDCS, por sus siglas en inglés), el PZQ conserva su clasificacion

como clase Il, dada su baja solubilidad y extenso metabolismo [39].

Esta clasificacion se conserva en pacientes pedidtricos [47,48]. De acuerdo a lo mencionado,
toda mejora en la velocidad de disolucién del PZQ conforma un aspecto de especial interés

tecnolégico y de aplicacion en medicamentos pediatricos.

1.5. Estrategias para mejorar la solubilidad y la velocidad de disolucion de los farmacos

Como se menciond, la velocidad de disolucién in vitro constituye un pardmetro importante a
tener en cuenta durante el desarrollo de medicamentos conteniendo principios activos clase Il.
De esta manera, la aplicacion de estrategias tecnoldgicas para modificar caracteristicas
fisicoquimicas del principio activo, a fin de aumentar la velocidad de disoluciéon de farmacos

poco solubles, permitiria mejorar su biodisponibilidad [49, 50].

En el caso particular de PZQ se han llevado a cabo numerosos trabajos de investigacion, a través

de la aplicacion de diferentes herramientas tecnoldgicas, que seran discutidas a continuacion.

1.5.1. Formacion de complejos con ciclodextrinas

Las ciclodextrinas constituyen una familia de oligosacaridos ciclicos derivados del almiddn. Los
anillos formados poseen un exterior hidrofilico y un nucleo lipofilico en el que las moléculas
organicas de tamano apropiado pueden acomodarse, formando complejos de inclusidon no
covalentes, que resultan en una mayor solubilidad acuosa y estabilidad quimica. De esta manera,
se ha mejorado la solubilidad de PZQ mediante su incorporacion en a-, B- y y-ciclodextrinas, asi
como también en ciclodextrinas modificadas tales como la metil-B-ciclodextrina, la
hidroxipropil-B-ciclodextrina, la hidroxipropil-B-ciclodextrina amorfa, la B-ciclodextrina metilada

aleatoriamente, la sulfobutil éter-B-ciclodextrina [51-58].
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1.5.2. Formulacidon de dispersiones sdlidas

Las dispersiones sélidas (DS) se pueden definir como una dispersién de uno o mas principios
activos en un vehiculo o matriz inerte, en estado sélido, que se preparan principalmente por el

método de disolucion en solvente organico, el de fusidn o una combinacidon de ambos [59].

La preparacion de DS conteniendo PZQ y diversos excipientes esta descripta en numerosos
trabajos cientificos. La polivinilpirrolidona es un excipiente que ha sido ampliamente utilizado
para la preparacién de estos sistemas, debido a que la molécula de farmaco queda
homogéneamente dispersa en estado molecular entre las cadenas de polimero, favoreciendo
asi el mejoramiento de la solubilidad [60-64]. Otros excipientes descriptos en literatura, de
aplicacion exitosa en la formulacién de DS de PZQ, incluyen el glicolato sédico de almiddn, el
alginato sddico, la carboximetilcelulosa, la combinacién Gelucire®- manitol y el aceite de castor
hidrogenado [65-70]. De esta manera, en todos los casos, se logré incrementar la solubilidad de

PZQ, con un consiguiente aumento en la velocidad de disolucién y biodisponibilidad.

Aungque las DS de PZQ han sido ampliamente estudiadas, los procesos de produccién puestos a
punto generalmente utilizan solventes orgdnicos o son de dificil escalado, lo cual podria ser una

desventaja para su adopcion por parte del sector industrial [71].

1.5.3. Formulacion de nanoparticulas sélidas lipidicas

Las nanoparticulas sélidas lipidicas (NSL) se formulan intercambiando el lipido en estado liquido
de las emulsiones por uno en estado sélido, tales como glicéridos o ceras con un alto punto de
fusion. De esta manera, las NSL son sdlidas tanto a temperatura ambiente como a la
temperatura corporal. Esta tecnologia ha sido utilizada para aumentar tanto la biodisponibilidad
del PZQ como su eficacia contra la tenia [72-75]. No obstante, entre las principales desventajas
de estos sistemas se pueden mencionar los problemas de estabilidad durante el

almacenamiento o la administracién inherentes a los materiales que constituyen la matriz [76].

1.5.4. Formulacion de co-cristales

Los co-cristales farmacéuticos son materiales cristalinos constituidos por un principio activo y
uno o mas agentes formadores de co-cristales, los cuales son sélidos a temperatura ambiente.
Estos materiales representan una forma de modificar las propiedades biofarmacéuticas y
farmacotécnicas de un farmaco, permitiendo obtener nuevos sélidos farmacéuticos con
propiedades distintas de solubilidad, velocidad de disolucién, estabilidad fisicoquimica,

higroscopicidad, entre otras [77].
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Se encuentra descripta en la literatura la combinacién de PZQ con &acidos di-carboxilicos
alifaticos y andlogos insaturados de acido succinico para la formacidn de co-cristales, con
propiedades particulares que han permitido superar algunas de las limitaciones del uso de este
farmaco, tanto en humanos como en animales [78]. Sin embargo, el empleo de solventes

organicos puede considerarse una desventaja de esta metodologia.
1.5.5. Modificaciones de la cristalinidad

Muchos compuestos organicos son capaces de adoptar una forma amorfa y/o una o mas
estructuras cristalinas, con diferentes disposiciones espaciales de las moléculas en la red
(polimorfos). Dos polimorfos de un mismo compuesto pueden ser tan diferentes en estructura
y propiedades como dos compuestos quimicamente diferentes. Los puntos de fusidn,
densidades, solubilidades, forma de los cristales, propiedades eléctricas, y los espectros de
difraccidn de rayos X son caracteristicas que pueden variar con la forma polimérfica de un mismo

IFA[79].

Teniendo en cuenta consideraciones tedricas, las formas amorfas presentan una velocidad de
disoluciéon mayor que las formas cristalinas de un mismo farmaco y, por lo tanto, son mas
biodisponibles. Estas consideraciones se basan en las energias relativas involucradas en el
proceso de disolucidn. Un sdélido amorfo carece de fuertes uniones entre sus moléculas, las
cuales se distribuyen espacialmente en el sélido de forma aleatoria, por lo que se requiere

menos energia que en el sélido cristalino para separarlas durante el proceso de disolucién [80].

En este sentido, existen antecedentes de la obtencidon de una nueva forma polimdrfica de PZQ,
por empleo de un proceso de molienda [81]. Ademas, la co-molienda de PZQ con diferentes
polimeros ha sido utilizada para la amorfizacidon de este farmaco, con el fin de aumentar su
solubilidad [82]. Por otra parte, se formularon DS de PZQ utilizando carbonato célcico como
excipiente, obteniéndose una estructura cristalina modificada, con una mejorada velocidad de

disolucién y mayor cantidad disuelta del farmaco total [30].
1.5.6. Aplicacidn de procesos de granulacion

La granulacién es un proceso de aglomeracion de particulas primarias de polvo para formar
estructuras mayores denominadas granulos. Se utiliza en la prevencién de la segregacion de
componentes de una formulacién y en el mejoramiento de las propiedades de flujo y las
caracteristicas de compactacion de sistemas multiparticulados. Con una adecuada formulacion
del producto también se puede incidir en la velocidad de disolucion. La preparacién de un

granulado se puede realizar por via seca o via himeda, segln se adicione o no un solvente a la
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mezcla de polvos, respectivamente. La granulacion por fusién en un solo paso es una técnica
alternativa, basada en la utilizacién de un agente aglutinante sélido que funde a temperaturas

entre 50-80 °C, en lugar de solventes acuosos u organicos [83].

La granulacién por fusion, en particular, ha sido empleada para aumentar la velocidad de
disolucién de PZQ, cuando se lo formula con Poloxamer 188 [84]. Por otro lado, también se han
desarrollado granulos dispersables de PZQ mediante granulacion himeda en lecho fluido,
destinados al tratamiento de esquistosomiasis en nifios en edad preescolar [85]. Es decir,
utilizando granulacion y una adecuada formulacién de producto se han desarrollado sistemas
particulados de PZQ. Sin embargo, en este ultimo caso, la velocidad de disolucion de los

productos desarrollados no superd el 50 % de farmaco disuelto.

1.5.7. Formulacion de liposomas

Los liposomas constituyen vesiculas esféricas y cerradas, creadas por la combinacion de
proporciones especificas de sustancias anfifilicas (como fosfolipidos y colesterol), que se
autoensamblan en membranas concéntricas cuando son hidratadas en soluciones acuosas. En
su composicién presentan una membrana compuesta de una bicapa lipidica, que consta de
partes hidrosolubles y liposolubles. Por lo tanto, el interior y el exterior de un liposoma son
hidrosolubles, mientras que el interior de la membrana es liposoluble. Las ventajas de estos
sistemas de liberacion incluyen la reduccidn de la toxicidad, la acumulacién del IFA en el sitio
blanco y la posibilidad de administrar una amplia gama de farmacos, con mayor seguridad y

eficacia [86].

En este sentido, se ha estudiado la incorporaciéon de PZQ en liposomas de fosfatidilcolina,
mejorando significativamente la actividad antiesquistosomal del farmaco [87, 88]. Sin embargo,
al tratarse de un sistema que tiene una baja capacidad de carga, dificulta la administracion de

las dosis recomendadas de PZQ.

1.5.8. Uso de vias de administracion alternativas

Alternativamente, se puede plantear el disefio de diferentes vias de administracién para mejorar
la absorcion y biodisponibilidad de un farmaco. Como se menciond anteriormente, en la
actualidad el PZQ se administra Unicamente por la via oral. Esto ha dado lugar a la exploracion
de vias de administracion alternativas. De esta manera, se han desarrollado implantes para
administraciéon subcutdanea combinando PZQ con distintos excipientes, como poli-e-
caprolactona, o con mezclas de este polimero y etilenglicol-monofenileter o polietilenglicol [89-

91]. También se han desarrollado sistemas transdérmicos conteniendo PZQ [92, 93]. Aunque
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son productos finales interesantes porque se evita el primer paso hepatico, el cambio de via de
administracion implica la necesidad de realizar nuevos ensayos clinicos. Ademas, en el caso de
los sistemas transdérmicos el uso de solventes organicos limita su aplicacién en la poblaciéon

pediatrica.

1.5.9. Disminucion del tamaio de particula

La disminucién de tamafio de particula como herramienta tecnolégica para mejorar la
solubilidad y velocidad de disolucidn de principios activos poco solubles ha sido intensamente
estudiada en numerosos farmacos y se aplica en la industria farmacéutica. La reduccién del
tamafio puede ser lograda por procesos de micronizacidn o nanometrizacién. En ambos casos,
la velocidad de disolucidn se ve mejorada por un aumento de la superficie expuesta de las
particulas al medio que las rodea. Ademas, el aumento de la solubilidad resulta relevante
cuando se obtienen particulas de tamafo submicrométrico, mientras que con tamafios mayores

no se tendria un efecto significativo sobre esta propiedad particular del farmaco [94].

Con el objetivo de mejorar la velocidad de disolucién de PZQ, se han obtenido nanoparticulas
de PZQ mediante el método de evaporacion de solvente, logrando una mejora en la solubilidad,

velocidad de disolucién y comportamiento in vivo del farmaco [95, 96].

Cabe destacar que la reduccién en el tamafo de particula a escala nanométrica constituye la
estrategia tecnolégica seleccionada para el presente trabajo de Tesis, por lo que serd abordado

con mayor profundidad en el siguiente punto del presente capitulo.

Por lo expuesto, es reconocida la necesidad de mejorar las propiedades desfavorables de PZQ,
sin embargo actualmente este fdrmaco se continda administrando bajo la forma farmacéutica
de comprimidos convencionales, sin la aplicacién de ninguna mejora tecnoldgica, por lo cual se
observan problemas de variable eficacia [40]. De hecho, una disminucion del 30% en la
biodisponibilidad oral de PZQ lleva a que el tratamiento fracase, con el consiguiente riesgo de
desarrollar resistencia [40]. En este sentido, el disefo y desarrollo de formas farmacéuticas que
mejoren su velocidad de disolucidon y que, a la vez, sean adecuadas para la poblacion pediatrica,
continda siendo un desafio de especial interés. Los procesos de produccién debieran ser
escalables y en lo posible se debiera evitar el uso de solventes organicos, para facilitar su

adopcidn por parte de la industria.
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1.6. Nanosuspensiones

Como se mencioné anteriormente, una de las estrategias para mejorar la velocidad de
disolucién de farmacos pobremente solubles en medios acuosos consiste en la micronizacién de
las particulas. La influencia del tamafio de particula sobre la solubilidad acuosa toma especial
relevancia cuando el mismo es inferior a la micra [97]. Para aquellos principios activos que
presentan una solubilidad en agua muy baja, este aumento en el drea de superficie expuesta
podria no conducir a una biodisponibilidad oral suficientemente mejorada [94]. Por lo tanto, el

siguiente paso consiste en la nanometrizacién de las particulas del farmaco.

Los sistemas nanoparticulados pueden dividirse en dos grandes grupos. Por un lado, se
encuentran los sistemas que estdn constituidos por una matriz en la cual el farmaco estd
distribuido, tales como las nanoparticulas poliméricas o lipidicas (nanoemulsiones, liposomas o
NSL). Por otro lado se ubican los nanocristales, que estan compuestos Unicamente por farmaco,
finamente dividido y generalmente disperso en un vehiculo liquido (Figura 1.6). Por ser este
ultimo un sistema libre de excipientes matriciales, se recomienda para farmacos de dosis alta,
como antibidticos y antiparasitarios. Estos sistemas son de especial interés dado que
constituyen un enfoque universal que puede ser aplicado a todos los farmacos poco solubles, ya

gue todas las sustancias pueden desintegrarse en particulas de tamafio nanométrico [94, 98].

Nanoparticulas poliméricas
Poln’memj
( . - y . Nanoemulsiones
Sl
Mezcla de aceite y lipido solido
X Portadores lipidicos
nanoestructurados
Farmaco

Nanocristales

100 % firmaco T o

Figura 1.6. Esquema simplificado de la estructura basica de nanoparticulas poliméricas, nanoemulsiones,
NSL, portadores lipidicos nanoestructurados. Adaptado de Referencia [98].
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Las ventajas de los nanocristales en la administracion oral de farmacos han sido demostradas en
estudios in vitro e in vivo, tanto en estudios preclinicos como en ensayos clinicos. Estas ventajas
incluyen un aumento significativo en la solubilidad y la velocidad de disolucién del farmaco,
mejoras en la biodisponibilidad, menor variabilidad en la absorciéon y menor efecto relacionado

con la administracién conjunta de alimentos [99].

La suma de estas ventajas, junto con la relativa simplicidad de desarrollo de estos sistemas,
contribuyd a que los nanocristales farmacéuticos ingresaran rapidamente al mercado. Mientras
que los liposomas demoraron cerca de 25 afios en aparecer en los productos farmacéuticos
comerciales, los nanocristales lo hicieron en menos de 10 afios. De esta manera, las primeras
solicitudes de patente se presentaron a principios de la década de 1990, y el primer producto
en encontrarse disponible comercialmente fue Emend®, en el afio 2000. Este corto tiempo

confirma que estos sistemas de administracién son industrialmente factibles [100].

Tipicamente, los nanocristales se producen en un medio liquido, en el cual se encuentran
dispersos, denominandose al sistema nanosuspensiones (NS) [98]. Por definicion, las NS son
dispersiones coloidales de particulas nanométricas de farmaco (entre 10 y 1000 nm)
estabilizadas por polimeros, surfactantes o una mezcla de ambos, que resultan muy utiles para
vehiculizar IFAs que son insolubles tanto en agua como en medios oleosos. La administraciéon de
un farmaco con tamano de particula en el rango nanométrico trae variadas consecuencias
fisicoquimicas, biofarmacéuticas y farmacoterapéuticas, que incluyen aumento del area
superficial, mejoramiento de la solubilidad y velocidad de disolucidn, mayor adhesividad de las
nanoparticulas a la pared intestinal, aumento de la biodisponibilidad oral, disminucién de la
dosis necesaria, disminucion de la variabilidad inter e intraindividual (entre condiciones de

ayuno y post-prandiales) y mejoramiento del perfil de efectos adversos [99].

1.6.1. Caracteristicas distintivas de las nanoparticulas que influyen en la biodisponibilidad

oral

A continuacién, se expondran en detalle las caracteristicas mas relevantes de las nanoparticulas,

gue tienen potencial efecto en la mejora de la biodisponibilidad oral de medicamentos.

Aumento de la solubilidad de saturacion

La solubilidad de saturacion de una sustancia, en un solvente determinado, es definida como
una constante especifica del compuesto que depende de la temperatura, la estructura cristalina
o energia reticular y del tamafio de particula. En general, la solubilidad es mayor en el polimorfo

mas inestable, que se caracteriza ademas por poseer la energia mas alta y el punto de fusion
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mas bajo. Por otro lado, la fraccién amorfa del mismo compuesto conduce también a una mayor

solubilidad, debido a la alta energia interna de la sustancia en este estado [101].

La razén por la cual la solubilidad es también funcidn del tamano de particula puede explicarse

mediante la ecuacién de Kelvin (Ec. 1) y la de Ostwald-Freundlich (Ec. 2).

Inicialmente, la ecuacidn de Kelvin describe la variacién de la presién de vapor con la curvatura
de la superficie de una gota. Una disminucién en el tamano de la gota del liquido provoca un
aumento en la curvatura, aumentando entonces la presidon de vapor. La transferencia de
moléculas de una fase liquida a una fase gaseosa es, en principio, idéntica a la transferencia de
moléculas desde una fase sélida (nanoparticula) a una fase liquida (medio de dispersién). Por lo
tanto, la presiéon de vapor puede considerarse equivalente a la presion de disolucién. En
consecuencia, la ecuacion de Kelvin también es aplicable para explicar la relacion entre la
presion de disolucidn y la curvatura de las particulas sélidas en un medio liquido. La presion de
disolucion puede aumentar con el incremento de la curvatura o, lo que es igual, con la
disminucion del tamafio de particula. Cuando el tamafio de particula se encuentra en el rango
nanomeétrico, la curvatura alcanza valores muy altos. Por lo tanto, el equilibrio es desplazado
hacia la disolucion, aumentando asi la solubilidad de saturacion [94, 99, 102]. En este sentido,

la ecuacidn de Kelvin se describe de la siguiente manera:

P 2yM
In—+t = Ec. 1
Py TRTp

donde P, indica la presién de disolucidon de una particula con radio r, P. es la presién de
disolucién de una particula de tamafo infinito, y es la tension superficial, M, es el peso
molecular, r corresponde al radio de la particula, R representa la constante de los gases, Tes la

temperatura absoluta y p la densidad de la particula [94, 103].

Por su parte, la ecuacién de Ostwald-Freundlich, que es equivalente a la ecuacién de Kelvin,

describe directamente la relacion entre la solubilidad del fdrmaco y el tamario de particula:

C 20V
log==—"— Ec.2
Cu 2,303 RTpr

donde C; es la solubilidad de saturacion, Cy es la solubilidad de un sélido en forma de particulas
grandes, 6 es la tension superficial del sélido, V es el volumen molar de la particula, R es la
constante de los gases, T es la temperatura absoluta, y p y r corresponden a la densidad y el
radio de la particula, respectivamente [103]. En esta ecuacidn, se muestra claramente que la

solubilidad de saturacion (Cs) de un farmaco aumenta con una disminucion en el tamafio de
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particula (r). Sin embargo, este efecto sélo resulta sustancial para particulas con tamafios

menores a 1-2 um [94, 97, 104].
Aumento de la velocidad de disolucion

Las ecuaciones de Noyes-Whitney y Nernst y Brinner (Ec. 3) explican la relacion entre en la

velocidad de disolucién y el tamaiio de las particulas de farmaco:

dx DA
E_%X(CS_CL“) Ec.3

donde dx/dt representa la velocidad de disolucién, D es el coeficiente de difusidn, A el édrea
superficial, V el volumen de medio de disolucién, hp es la distancia difusional, C; es la solubilidad

de saturacidn y C:la concentracion de soluto en el medio liquido [105].

De acuerdo a esta ecuacién se denota claramente que la velocidad de disoluciéon aumenta con
el incremento del area superficial, dado por la disminucidn del tamafio de la particula. Ademas,
esta reduccion del tamafio también conduce a un aumento en la solubilidad de saturacién, como
se enuncio en el punto anterior, que da lugar a dos ventajas. En primer lugar, la velocidad de
disolucién se mejora ain mas debido a un mayor gradiente de concentracion (Cs-Ct). En segundo
lugar, un aumento en la solubilidad de saturacién contribuye a un aumento en el gradiente de
concentracién entre la luz intestinal y el torrente sanguineo, por lo que se promoveria también

la absorcidn por mecanismos de difusién pasiva [94, 102, 106].

Otro factor relevante es la distancia difusional hp, la cual, como parte de la capa limite hy,
también depende fuertemente del tamafio de particula, tal como lo indica la ecuacién de Prandtl

(Ec. 4):
hy = k(VL + V) Ec. 4

donde hyes la capa limite hidrodindmica, k denota una constante, L es la longitud de la superficie
de la particula y V es la velocidad relativa del liquido que fluye rodeando los perimetros de las
particulas [105]. Se encuentra descripto en literatura especifica que una diferencia en los
diametros de las particulas podria corresponderse con diferencias en el parametro L de la citada
ecuacion. Bisrat y Nystrom demostraron que, para sélidos dispersos en un medio liquido bajo
agitacion, una disminucién en el tamafio de particula ocasionaria una capa hidrodinamica de

menor espesor alrededor de las particulas y, en consecuencia, un aumento de la velocidad de
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disolucion en la superficie de las mismas. Este fendmeno resulta particularmente significativo

en el caso de materiales con tamafios de particula por debajo de las 5 um [105].

Aumento de la adhesividad

Otra de las caracteristicas de las nanoparticulas que favorecen la mejorada biodisponibilidad
oral es la mayor adhesividad que presentan. Esto se debe al gran area superficial expuesta, lo
que proporciona mayores fuerzas interactivas entre las particulas y la superficie. La
incrementada mucoadhesidn de las nanoparticulas a la mucosa gastrointestinal, en conjuncion
con el aumento de la solubilidad de saturacién, provoca un mayor gradiente de concentraciény
prolonga el tiempo de residencia y de contacto entre el fdrmaco y el tejido gastrointestinal [94,

104, 106].

Las teorias que explican este mecanismo de mucoadhesién son variadas e incluyen la teoria
electrénica (fuerzas de atraccion electrostaticas entre la superficie de las particulas y la mucosa),
la teoria de adsorcién (puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals entre la superficie de
las particulas y la mucosa), la teoria de difusion (entrecruzamiento entre la mucosay las cadenas
de polimeros) y la teoria de atrapamiento (retencién de las nanoparticulas por la superficie

irregular de la mucosa) [107].

Reduccidn del efecto de la alimentacion sobre la biodisponibilidad

En la mayoria de los casos, los alimentos mejoran la biodisponibilidad de los farmacos por un
aumento en la secrecidn biliar y un incremento en el tiempo de vaciado gastrico. La presencia
de sales biliares en el entorno gastrico también tiene un impacto en el comportamiento de
disolucion de la molécula. Diferentes estudios han demostrado una fuerte relacién entre la
biodisponibilidad de un fadrmaco administrado en forma micronizada con el estado de ayuno/
postprandial del paciente. Sin embargo, esta relacion fue despreciable cuando el principio activo

estudiado presentd un tamafo de particula en el rango nanométrico [108].

La secrecion de sales biliares generalmente aumenta en el estado postprandial [109]. Un cambio
en la concentracién de sales biliares en el estdmago conduce a un cambio en el comportamiento
de disolucién, pudiendo incluso también ralentizar o mejorar la absorcién del farmaco (Figura
1.7). Este fendmeno es el responsable de la gran variabilidad inter e intraindividual de
numerosos farmacos. Se ha observado que las particulas micronizadas, o de tamafio adn
superior, muestran una mayor absorcion en el estado postprandial, debido a la posible
formacidn de micelas. En el caso de los nanocristales, la mejora en la velocidad de disolucion es

inherente al tamafio nanométrico de la particula, sin aporte significativo de la presencia de sales
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biliares. Esto lleva a una mayor absorcidn, lo que se traduce a una mejora en la biodisponibilidad
general, independientemente de que el paciente haya consumido algun alimento o no,
indicando que la concentracidn de sales biliares tiene un efecto significativamente menor sobre

la absorcidn de nanoparticuas [108, 110].
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Figura 1.7. Efecto de los alimentos en la disolucidon de microparticulas y nanoparticulas. Adaptado de
Referencia [108]

Esto reviste particular importancia en el caso de PZQ ya que, como se menciond anteriormente,
este farmaco presenta una gran variabilidad interindividual y su biodisponibilidad se ve
aumentada en presencia de alimentos [38], por lo que resulta logico suponer que la

administraciéon del fairmaco en forma de nanoparticulas podria superar este inconveniente.
1.6.2. Métodos de produccion de nanoparticulas

Existen diferentes técnicas descriptas e implementadas para la produccién de nanoparticulas,
las cuales pueden agruparse en dos grandes grupos: las técnicas bottom-up y las técnicas top-
down, siendo estas Ultimas las més utilizadas [111]. Ademds, es posible combinar de manera
secuenciada ambos tipos de técnicas para optimizar los resultados. Al momento de seleccionar
el método de preparacion de nanoparticulas se debe tener en cuenta la simplicidad,

reproducibilidad y eficiencia de la técnica, asi como también la capacidad de escalado y de
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incorporaciéon de diferentes cantidades de principio activo. Las principales ventajas vy

desventajas de cada técnica se indican en la Tabla 1.2.

Las tecnologias bottom-up comprenden la aplicacion de una técnica de precipitacién
controlada/cristalizacion, por adicion de un antisolvente. En estas técnicas se parte de moléculas
en solucién, que se agregan para formar particulas. Brevemente, la solucién del IFA se mezcla
en forma rdpida con un antisolvente miscible, en presencia de surfactantes, conduciendo a una
sobresaturacion repentina y formacion de nanoparticulas (cristalinas o amorfas) de farmaco
[112]. Las grandes ventajas de este tipo de técnicas incluyen la simplicidad y rapidez de la
operacion, la menor demanda de energia y el menor costo en cuanto equipamiento. Entre las
principales desventajas se pueden mencionar la necesidad de que el farmaco sea soluble en al
menos un solvente, el propio uso de solventes orgdnicos y la dificultad en la eliminacién de sus
residuos, lo que hace que se incrementen fundamentalmente los costos de produccién. Ademas,
dentro de este grupo de técnicas bottom up se incluyen la utilizacién de fluidos supercriticos y

el secado por atomizacién, que evitan los problemas antes mencionados [98].

En el caso de las técnicas top down, el material de partida consiste en particulas gruesas que se
someten a la reduccién del tamafo hasta alcanzar el rango nanométrico. La molienda y la

homogeneizacién a alta presion (HAP) son las técnicas mas relevantes de este grupo [98, 108].

La molienda es la técnica de mayor trayectoria en la produccidn de nanocristales. Existen dos
tipos de molienda, en seco y en humedo. Sin embargo, se ha reportado que la primera no es
eficiente para obtener tamafio de particulas en el rango nanométrico. La molienda en humedo
significa que las particulas de fadrmaco estan dispersas en una solucion estabilizante, que luego
se incorpora en a la cdmara de molienda [98]. Existen especialidades medicinales, disponibles
actualmente en el mercado, para las que se emplearon este método de elaboracién, como por
ejemplo Rapamune® (Sirolumus, Lab. Wyeth), Invega® (Paliperidona, Lab. Janssen Cilag), Tricor®
(Fenofibrato, Abbott Laboratories), Ritalin® LA (Metilfenidato HCI, Novartis) y Emend®
(Aprepitant, Lab. Merck Sharp & Dohm). Las ventajas de esta técnica incluyen la simplicidad de
la tecnologia, la flexibilidad para manipular grandes cantidades de farmaco y posibilidad de
escalado. Entre las desventajas se encuentran la potencial erosion proveniente del material de
molienda (que puede ocasionar una contaminacion del producto), la duracion del proceso (que
puede ser de varios dias), el potencial crecimiento de gérmenes cuando la molienda se lleva a
cabo por largos periodos de tiempo, y los tiempos y costos asociados con el proceso de

separacion del material de molienda y la suspension que contiene al farmaco [113].
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En el caso de la HAP, los procesos basicos usados son el sistema Microfluidizer (IDD-P™), basado
en el principio de corriente en chorro, y la homogeneizacién mediante un sistema piston-ranura,
ya sea en un medio acuoso (Dissocubes®, SkyePharma) o bien en un medio de baja proporcion
acuosa o no acuoso (Nanopure®, previamente PharmaSol GmbH, actualmente Abbott). Las
fuerzas de cavitacién generadas a las altas presiones desarrolladas y la colisidon entre particulas
dan como resultado la disminucidn del tamafio de particula [114]. Cabe mencionar que para el
desarrollo de NS en este trabajo de Tesis se utilizd esta técnica en particular, razén por la cual

se abordara con mayor detalle en el capitulo 3.

Por ultimo, cabe consignar que para implementar alguna de las variantes de técnicas top-down
descriptas es necesario partir de un material con tamafios de particula en el orden de los
micrones, lo cual requiere un pre-tratamiento de la muestra, resultando en un mayor tiempo de
procesamiento. Con el fin de superar este inconveniente, fue desarrollado un enfoque
combinatorio, aplicando en forma secuenciada técnicas bottom up y top down. Este enfoque fue
desarrollado e introducido por primera vez por Baxter Inc., en una tecnologia conocida como

Nanoedge™ [98].

Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de las distintas tecnologias para la produccion de nanoparticulas [115]

TECNICA VENTAJAS DESVENTAJAS
Largos tiempos de
No utiliza solventes orgdanicos; procesamiento; erosion de los
MOLIENDA ! materiales de molienda;

técnica facil y econdmica. . g
potencial alteracion de la

cristalinidad de las particulas

Aplicable a la mayaria de los
IFA; permite la elaboracién de
formas concentradas y diluidas;
no induce la transformacion de
la forma cristalina; puede
proteger los farmacos
quimicamente labiles de la
degradacion

Contaminacion por metales
pesados; mayor consumo de
energia; mayor tiempo de
operacion.

HOMOGENEIZACION DE ALTA
PRESION

Facil y rapido de operar; se
requieren instrumentos simples
y de bajo costo

No es aplicable universalmente;
residuos de solventes
organicos; generacioén de
particulas amorfas

PRECIPITACION

Requiere bombas de alta
presidn, temperaturas y
Eliminacidn rapida del fluido

FLLUIDOS SUPERCRITICOS

supercritico

boquillas finas especialmente
disefadas; largo tiempo de
produccidn; solvente residual
potencial

SECADO POR ATOMIZACION

Buen control del el tamafio de
particula; escalamiento facil;
aplicabilidad industrial

Rendimiento limitado; los
polvos secados por atomizacion
tienden a ser amorfos
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1.6.3. Estabilidad y procesamiento post-produccion

Las nanoparticulas pueden evidenciar problemas de estabilidad, tanto fisica como quimica.

Estabilidad quimica

Dado que los nanocristales se encuentran dispersos en un medio en el cual presentan limitada
solubilidad, la posibilidad de que ocurran reacciones quimicas de degradacidon no es tan factible
como en el caso de las formulaciones basadas en soluciones. Por tanto, en general, podria
considerarse que la estabilidad quimica de las NS es superior a la de las soluciones. Ademas, las
NS representan un enfoque potencial para mejorar la estabilidad quimica de los farmacos
guimicamente |3biles, ya que el estado sdlido y concentrado podria proteger al fdrmaco de la

fotooxidacidn / fotdlisis, la hidrdlisis y la oxidacion [116].
Estabilidad fisica

En cambio, la estabilidad fisica constituye el principal inconveniente de las nanoparticulas,
durante su procesamiento y almacenamiento, e incluye fenémenos de sedimentacion,

aglomeraciéon, maduracién de Ostwald y cambios en el estado cristalino [117].

Sedimentacion: La velocidad de sedimentacion de las particulas depende de su tamanio, la
viscosidad del medio en el que estén dispersas y la diferencia de densidad entre la fase
dispersada y el medio, tal como lo describe la ley de Stokes [118]. En el caso de NS de base
acuosa, la incidencia de la sedimentacién es baja debido a la adicién de surfactantes que actuan
como estabilizantes y, al mismo tiempo, a la disminucién del tamafio de particula, que también

actia como un método para inhibir este fendémeno [117].

Aglomeracion: La disminucidn del tamafio de particula conduce a un importante incremento del
area y la energia superficial, situacion termodindmicamente desfavorable para este tipo de
sistemas. Para minimizar esa gran energia superficial las particulas tienden a aglomerarse. Esto
puede causar varios problemas, tales como una rapida sedimentacion/cremado, el crecimiento
de cristales y una probable inexactitud de dosis. La estrategia mas comun para evitar estos
problemas es la incorporacién de estabilizantes a la formulacién, cuya seleccién se basa en su
capacidad para proporcionar humectacion a la superficie de las particulas y ofrecer una barrera

para prevenir su aglomeracion [117].

Maduracion de Ostwald: El crecimiento cristalino ocurre principalmente en suspensiones
coloidales y se lo conoce con el nombre de maduracion de Ostwald. Este fendmeno se da cuando

la solubilidad del principio activo depende del tamafio de la particula. Segun la teoria de
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Ostwald, las particulas pequefas tienen una mayor solubilidad de saturacidn, en comparacion
con las mayores, lo que conduce a un gradiente de concentracion del farmaco entre las
particulas pequefias y grandes. Las moléculas del farmaco se transfieren desde las particulas
pequenfias (alta concentracidn) a las particulas de mayor tamafio (baja concentracién). En este
punto las particulas grandes estan sobresaturadas, lo que aumenta su tendencia a la
cristalizacién [118] (Figura 1.8). Este problema podria evitarse si la distribucion de tamarios de
particula en la formulacién es estrecha. Es decir, si la NS contiene una distribucién de tamafios
de particula uniforme, la maduracion de Ostwald no sera un problema durante la formulacion,
dado que no habra coexistencia de particulas con diferencias sustanciales en su tamafio [119].
De lo contrario, el agregado de estabilizantes puede ayudar a resolver el problema del
crecimiento de cristales, al disminuir la tensidn superficial entre el soluto y el medio circundante,
causando la inhibicién del proceso [117]. Por su parte, el tiempo y la temperatura de

almacenamiento también pueden afectar la maduracion de Ostwald [117].

Mayor solubilidad
de saturacion Molécula de

N principio
activo

. leusnon debido al
gradiente de
concentracion

‘u:>

Menor solubilidad
de saturaciéon

Figura 1.8. llustracion esquematica de la maduracién de Ostwald. Adaptado de Referencia [117]

Cambios en el estado cristalino: El estado cristalino es uno de los pardmetros mas importantes
gue afectan la estabilidad, la solubilidad, la disolucién y la eficacia del IFA. El principal problema
en este aspecto es la posible transformacion entre el estado amorfo y cristalino durante el
procesamiento y/o almacenamiento. La alta energia aplicada durante los procesos de
manufactura de las técnicas top-down tienden a crear NS parcialmente amorfas, y algunas
técnicas bottom-up pueden, incluso, amorfizar por completo a las particulas de farmaco. Dado
gue para una dada molécula el estado cristalino es mas estable que el amorfo, este ultimo puede
transformarse, con el tiempo, en una forma cristalina mas estable, de menor energia y
solubilidad. Factores tales como la temperatura, el tipo de estabilizante utilizado y la presencia

de la forma cristalina favorecen esta conversion. Lindfors y col. prepararon nanoparticulas de
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felodipina utilizando el método de precipitacién antisolvente bajo sonicado, y observaron que
las nanoparticulas amorfas resultan inestables en presencia de una pequeiia cantidad de
particulas cristalinas del mismo IFA. Esto se debié a la diferencia en la solubilidad de saturacion
entre los estados amorfo y cristalino, que llevaron a un proceso de maduracién de Ostwald y al

cambio de estado de cristalizacién [117].

Como puede apreciarse, en todos estos fendmenos de inestabilidad fisica, la adicién de agentes
estabilizantes se torna crucial para su control o supresidn. Esto destaca el importante papel que
juega la correcta seleccidon de los estabilizantes en la formulacion de una nanosuspensién, lo

cual se abordard con mayor profundidad en el capitulo 3 de la presente Tesis.
Procesamiento post-produccion

Debido a los posibles procesos de inestabilidad fisica mencionados anteriormente, que pueden
afectar notoriamente la calidad de las NS, la transformacién en una forma farmacéutica sélida
es una alternativa promisoria para evitar o minimizar tales inconvenientes [102]. En base a ello,
se pueden emplear técnicas de secado, tales como la liofilizacién o el secado por atomizacion,
para producir un polvo seco de particulas de IFA. Posteriormente, el polvo obtenido constituird
un producto intermedio versatil, con el cual podran formularse comprimidos, capsulas, granulos,
entre otras formas farmacéuticas. O bien, el mismo polvo podrd ser reconstituido para utilizarse
en forma extempordnea, particularmente en ambitos hospitalarios. En este sentido es
importante destacar que los polvos obtenidos deberan estar adecuadamente disefiados para
que al redispersarse retomen el tamafo nanométrico inicial. Esta capacidad de redispersién es
critica para el desarrollo de una forma farmacéutica sélida estable, que mantenga los beneficios

de la aplicacion de esta tecnologia de administracion de farmacos.

La aplicacién de procesos de secado post-produccién sobre las NS de PZQ serd presentado con
mas detalle en el capitulo 4 del presente trabajo, y la posterior utilizacidn del polvo seco como
intermediario para el desarrollo de una forma farmacéutica final, apta para administracién

pedidtrica, serd expuesta en profundidad en el capitulo 5.
1.6.4. Aspectos regulatorios de la nanotecnologia

Toda tecnologia emergente trae aparejadas incertidumbres y preocupaciones a la hora de
vislumbrar como deben ser reguladas; para lo cual se requiere fundamentalmente comprension

y experticia de las propias agencias regulatorias [120-121].
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Una de las principales agencias regulatorias en el mundo, la americana Food and Drug
Administration (FDA), se ha esforzado en gestionar aspectos relativos a la regulacion de la
nanotecnologia, desde principios de los afios 90. En los primeros pasos dados al respecto, la FDA
consideraba, en general, a los nanoingredientes como bioequivalentes con sus homdlogos de
mayor tamafio, por lo que no se requeria declaracidon especifica en los rétulos ni una aprobacidn
particular para los nanoproductos [120]. Sin embargo, esa presuncién de bioequivalencia dista,
en primera instancia, de ser correcta, dado que los productos en escala nanométrica exhiben
propiedades que le son inherentemente caracteristicas y distintas de sus materiales originales,
las cuales tienen potencial impacto sobre la calidad, eficacia y seguridad de tales productos [121,

122].

Asimismo, la propia definicién del término “nanotecnologia” se halla bajo discusién, el cual es
ampliamente utilizado, aunque sin una definicidn homologada internacionalmente [120, 121].
Una de las definiciones que ha sido ampliamente utilizada en los Ultimos afios es la propuesta
por la U.S. National Nanotechnology Initiative (NNI), que la define como “el entendimiento y
control de la materia a nanoescala, en dimensiones entre 1y 100 nm, donde ocurren fenémenos
singulares que permiten aplicaciones novedosas”. Diversas entidades internacionales y agencias
regulatorias toman esta definicidn, aunque con ciertos reparos. Uno de ellos es el limite superior
establecido para considerar una materia como “nano” (100 nm), que si bien resulta muy
importante en ambitos como el de la nanoelectrénica o la nanofotdnica, carece bastante de
sentido en el ambito farmacéutico, donde las propiedades fisicoquimicas novedosas u originales

pueden incluso ser observadas a tamafios mayores que el indicado [120, 122].

Es evidente que la regulacién de los nanoproductos ha sido un desafio para la FDA, quien ha
desarrollado vastos esfuerzos para acumular evidencia y formular criterios de evaluacién que

aseguren el desarrollo de productos seguros y eficaces, tales como [120, 121, 123]:

- la conformacion del “Nanotechnology Task Force”, que se encarga de determinar los enfoques
reglamentarios que fomentan el desarrollo continuo de productos innovadores, seguros y

efectivos que utilizan materiales basados en nanotecnologia

- el trabajo conjunto con el NCI (National Cancer Institute) y el NIST (National Institute of
Standards and Technology) para crear el NCL (Nanotechnology Characterization Laboratory),
orientado al desarrollo de protocolos de analisis adecuados para la caracterizacién de las
propiedades peculiares de las nanoparticulas. Esta disponibilidad de métodos de caracterizacién
es esencial para la aplicabilidad del paradigma de los genéricos, tan exitosamente empleado en

el campo de los farmacos convencionales. Pero esta extensién hacia el concepto de
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nanosimiliares no serd viable sin la posibilidad de una caracterizacién farmacéutica completa de

los nanoproductos y el establecimiento de un estudio fiable de bioequivalencia

- la publicacion de un borrador de documento guia, en el afio 2011, donde presentd su vision de
la nanotecnologia, y en el cual toma de manera extraoficial el limite superior de 1000 nm para
los nanoproductos. A partir de este documento, luego surgieron otros cinco, de los cuales uno
se halla en fase borrador [124-127]. De ellos, los mas importantes en el ambito farmacéutico
son dos: uno que delinea las consideraciones que la industria debe tener para determinar
cuando un producto involucra la aplicacidn de nanotecnologia; y otro que plantea un esquema
de trabajo, basado en analisis de riesgos, para la ejecucidon de ensayos clinicos y no-clinicos y
controles de atributos criticos de calidad y de manufactura, para productos conteniendo

nanomateriales [124, 127].

- la evaluacion de nanoproductos basada en su accidn primaria (quimica, bioldgica o mecanica),
de manera tal que si ésta es quimica, la FDA aplicara requerimientos concernientes a la categoria

farmaco para su aprobacion, en una modalidad de evaluacidn caso por caso

Por otro lado, en lo que respecta a la agencia regulatoria europea EMA, los documentos mas
significativos se enfocan en aspectos generales de la complejidad de ciertos nanosistemas, con

informacién basica para su desarrollo farmacéutico [128-131].

Sin embargo, a pesar de ciertas incertidumbres regulatorias, un amplisimo nuimero de
nanoproductos farmacéuticos han sido, y contintdan siendo, aprobados por la FDA o la EMA. Los
primeros han sido el Doxil® (por la FDA) y el AmBisome® (por la EMA), aunque ya existian
productos de este estilo en el mercado en forma previa, sin la utilizacién especifica del término
“nanomedicina” (Bawa 2016). Un estudio reciente ha evaluado estadisticamente el uso de
nanomateriales en medicinas y productos médicos, llegando a interesantes conclusiones [132].
En este estudio se destaca que el principal nanoproducto presente en el mercado americano
son los liposomas (33 %), seguido de los nanocristales (23 %). En lo que concierne a aplicaciones
terapéuticas, el tratamiento del cancer ocupa el primer lugar (35 %), hallandose en tercer lugar
el tratamiento de las infecciones (12 %); mientras que respecto a la via de administracidn, la mas

usual resultd ser la inyeccidén intravenosa (59 %), seguida de la via oral (21 %) [132].

1.7. Formas farmacéuticas presentes en el mercado conteniendo PZQ

Actualmente, la Unica forma farmacéutica de PZQ disponible en el mercado, para uso en

humanos, son los comprimidos convencionales de liberacion inmediata. Si bien es posible
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encontrarlos en dosis de 150 mg y 600 mg, en Argentina Unicamente se comercializa la dosis de

600 mg.

De acuerdo a lo enunciado en la Tabla 1.1, el PZQ se administra actualmente en dosis altas. Esta
situacion, sumado a la falta de formulaciones pediatricas, dificulta seriamente el tratamiento en
nifios, principalmente en edad preescolar. En este sentido, en el afo 2012 se fundd el Pediatric
Praziquantel Consortuim, con el objetivo de desarrollar y proporcionar una formulacién
pedidtrica de PZQ, para tratar la esquistosomiasis en nifios en edad preescolar. Los socios
colaboradores incluyen a Merck KGaA, Astellas, Swiss TPH y Lygature, Farmanguinhos y Simcyp
[133]. Poco después de su creacidn, el consorcio establecid un programa de desarrollo de
medicamentos pediatricos, dividido en dos etapas principales: desarrollo preclinico y desarrollo
clinico. El programa preclinico se completdé en 2014 y se centrdé en el desarrollo de nuevas
formulaciones de PZQ apropiadas para nifios, selecciondndose finalmente los comprimidos
orodispersables. Ademas, se aisld el enantidmero activo L-PZQ, con el que posteriormente se

disefiaron las formulaciones [133].

Por otra parte, durante el desarrollo clinico, se realizaron estudios de biodisponibilidad y
palatabilidad, comparando el racemato con el enantidmero L-PZQ. En estos estudios se
evidencid que el uso del enantiomero L-PZQ aislado contribuye a mejorar el sabor de la forma
farmacéutica final. Sin embargo, aln no estd disponible para su utilizacién terapéutica, por

encontrarse en fase clinica.

1.8. Hipoétesis y objetivos de la Tesis

Como se comenté en el presente capitulo, el PZQ es un principio activo de comprobada actividad
terapéutica que ve limitada su utilidad en virtud de sus propiedades fisicoquimicas vy
farmacotécnicas desfavorables, por lo que se podria transformar en un sistema terapéutico
optimizado, como consecuencia de la aplicacion de sencillas estrategias de disefio. En base a ello
resulta viable el desarrollo de formulaciones de PZQ basadas en NS, como herramienta para la
terapia de enfermedades parasitarias, mediante un adecuado analisis de la vinculacién entre la
formulacion del IFA, el procesamiento per se y la caracterizacién del producto intermedio y final.
La hipétesis de esta Tesis se asienta asi en un esquema de Investigacion, Desarrollo e Innovacion,

con dos niveles fundamentales interrelacionados:

e el disefio, desarrollo y caracterizacién de las plataformas tecnolégicas propiamente

dichas,
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e la posibilidad de transferencia al sector productivo (hospitalario y/o industrial).
En este marco, la hipdtesis primaria que se plantea es:

e El disefio de nuevas formas farmacéuticas pediatricas basadas en nanotecnologia
mejorara la velocidad de disolucién de un IFA pobremente soluble en medios acuosos
(PZQ) y, por ende, permitird optimizar la farmacoterapia actual, cubriendo un vacio

terapéutico en EID.
Con las siguientes hipdtesis asociadas:

e Es posible aumentar la solubilidad y optimizar la velocidad de disolucién de un IFA
pobremente soluble en medios acuosos, mediante el uso de NS.

e Para la administracién por via oral, es posible transformar estas NS en formulaciones
solidas empleando metodologias de secado, sin modificar significativamente sus
propiedades optimizadas.

e Las NSy polvos secos pueden ser usados como productos intermedios para la obtencion
de nuevas formas farmacéuticas pedidtricas, adecuadas y necesarias para el tratamiento
de afecciones en dicha poblacidon, mediante estrategias de formulacién sencillas, y

aplicables a diferentes escalas productivas.

En este contexto, el objetivo general de esta Tesis consiste en el desarrollo y caracterizacion de
NS de PZQ con propiedades biofarmacéuticas optimizadas, y su posterior formulacidon en
diferentes formas farmacéuticas que pretenden ser destinadas, principalmente, a la poblacidn

pedidtrica.
Por otra parte, los objetivos especificos perseguidos incluyen:

e Mejorar lavelocidad de disolucién de PZQ mediante aplicacién de la técnica de HAP y la
seleccidn de excipientes apropiados para la produccién de NS.

e Caracterizar las NS de PZQ obtenidas, desde el punto de vista fisicoquimico y
farmacéutico.

e Desarrollar un producto en polvo para reconstituir mediante la evaluacion del secado
por atomizacidon como proceso post-produccion de las NS.

e Disefiar una formulacién semisélida (gomas masticables) de PZQ, a partir de las NS

originales y del producto intermedio (polvo seco), y evaluar sus propiedades criticas.
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2.1. Materiales

A continuacién se indican todos los materiales utilizados en esta Tesis:

e Praziquantel: grado farmacéutico (Parafarm; Saporiti, Buenos Aires, Argentina)

e Poloxamer 188 (P188): grado farmacéutico (Lutrol F68®; BASF, Estados Unidos)

e Polivinilpirrolidona (PVP) K30: grado farmacéutico (Parafarm; Saporiti, Buenos Aires,
Argentina)

e Maltodextrina (MDX): grado farmacéutico (Todo Droga, Cérdoba, Argentina)

e Agua tridestilada (All Chemistry, Bahia Blanca, Argentina) y destilada (Planta de
destilacion propia, Universidad Nacional del Sur)

e Materiales utilizados en la caracterizaciones fisicoquimicas y biofarmacéuticas de las
nanoparticulas y productos derivados:
- bromuro de potasio (grado espectroscopico, Merck, Darmstadt, Alemania), utilizado
para las determinaciones de espectroscopia infrarrojo
- acido clorhidrico 1N, preparado a partir de acido clorhidrico concentrado (37% p/p,
grado analitico, Anedra, Buenos Aires, Argentina) segun lineamientos de Farmacopea
Argentina (cita FA) y utilizado para determinaciones de disolucién y disgregacion in vitro
- agua ultrapurificada MilliQ®, utilizada para efectuar diluciones de muestras en las
determinaciones por espectroscopia de correlacion de fotones
- alcohol etilico absoluto (grado analitico, Dorwil, Buenos Aires, Argentina), utilizado
para determinaciones de espectroscopia UV
- acido acético glacial (grado analitico, Dorwil, Buenos Aires, Argentina), utilizado para
determinaciones de contenido de farmaco en las formulaciones masticables
- medios de cultivo utilizados para las determinaciones de control microbiolégico de
formulaciones masticables: agar cetrimida, agar digerido de caseina-soja, agar Baird-
Parker, agar Mac Conkey (Merck, Darmstadt, Alemania), fosfato potasico monobasico
(grado analitico, Anedra, Buenos Aires, Argentina), hidréxido de sodio (grado analitico,
Anedra, Buenos Aires, Argentina) para la preparacion de soluciéon reguladora de fosfato
pH 7,2 [1]
- materiales utilizados en las determinaciones de humedad por Karl Fischer: metanol
anhidro (calidad para analisis, Merck, Buenos Aires, Argentina), formamida (calidad para

analisis, Merck, Buenos Aires, Argentina), tamices moleculares (0,3 nm, Metrohm,
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Herisau, Suiza) y reactivo de Karl Fischer Hydranal Composite 5 (Sigma-Aldrich, Misuri,

Estados Unidos).

Materiales utilizados para la preparacién de las formas farmacéuticas finales:

para la elaboracién del medio de redispersion de polvos: sacarosa (Ledesma, Jujuy,
Argentina), glicerina (Parafarm, Saporiti, Buenos Aires, Argentina), solucion de
sorbitol 70 % (Kasyap, Mumbai, India) , fosfato dibasico de sodio (Surfactan, Buenos
Aires, Argentina), acido citrico (Weifang Ensign Industry, Shandong, China), goma
Xanthan (Parafarm, Saporiti, Buenos Aires, Argentina), celulosa microcristalina
(Parafarm, Saporiti, Buenos Aires, Argentina), carboximetilcelulosa sddica
(Parafarm, Saporiti, Buenos Aires, Argentina), simeticona (Rosenco, Buenos Aires,
Argentina); todos de grado farmacéutico

para la elaboracion de las formulaciones masticables: gelatina 200 bloom (grado
farmacéutico, Rousselot, Buenos Aires, Argentina), glicerina (Parafarm, Saporiti,
Buenos Aires, Argentina), sorbitol (Parafarm, Saporiti, Buenos Aires, Argentina),
acido citrico (Weifang Ensign Industry, Shandong China); todos de grado

farmacéutico.

Especialidades medicinales:

Comprimidos conteniendo 600 mg PZQ (Lote N° L29, Prazitral, Laboratorio Lepetit,
Neuquén, Argentina)
Gomas masticables multivitaminicas (Lote N° 80593, Supradyn, Laboratorio Bayer

SA, Buenos Aires, Argentina)

2.2. Métodos

En esta seccién se detallan los principales métodos utilizados para realizar los ensayos
experimentales que permitieron llevar adelante este trabajo de Tesis, como asi también las

condiciones en las cuales se llevaron a cabo.
2.2.1. Efecto de las soluciones estabilizantes sobre propiedades de PZQ
2.2.1.1. Solubilidad

Para preparar las suspensiones iniciales, que luego serdn procesadas por HAP, se requiere
conocer la solubilidad de saturacién del PZQ, a fin de establecer el contenido de farmaco

gue garantice las condiciones de sobresaturacion para la produccién de NS. Por esta razén,
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la solubilidad de PZQ (materia prima) se determind en las diferentes soluciones estabilizantes, y
se compard con la solubilidad del farmaco en agua destilada. Un paramétro que afecta
significativamente la solubilidad de los farmacos, y que asimismo constituye un factor critico en
la produccidn de los nanocristales, es la temperatura del proceso [2]. Como se detallard mas
adelante (seccidn 2.2.2), el proceso de HAP aumenta considerablemente la temperatura de la
suspension alimentada, de manera que el proceso se controld para que la temperatura no
supere los 40 °C. Por esta razon, los ensayos de solubilidad de saturacion se realizaron a esta

temperatura especifica.

Las soluciones estabilizantes binarias se prepararon a una concentracion total del 1 % (p/v), y
consistieron en una combinacion de P188 con PVP o MDX, en una relacién 1:1. Ademas, P188 se
uso individualmente, evaluando el efecto de tres concentraciones (0,25 %, 0,5 % y 1 %) de este
agente, sobre la solubilidad del PZQ. Un exceso de PZQ fue agregado a 7 ml de las soluciones
estabilizantes descriptas, o agua destilada, y las mezclas se agitaron hasta alcanzar el equilibrio
(72 horas) a 40 °C en un bafio termostatico (Arcano SHZ-88, Shangai, China). Pasado este tiempo,
cada muestra se sedimenté usando una centrifuga Rolco CM 2036 (Liniers, Argentina), a 3500
rpm durante 20 minutos, y el sobrenadante se filtrd a través de una membrana de nylon, con un
tamafio de poro de 0,45 um (Microclar, Tigre, Argentina). La concentracién de PZQ se determiné
por espectrofotometria UV (Varian Cary 50Conc, Varian Instruments, Mulgrave, Australia), a 264
nm, longitud de onda de méxima absorcidon del PZQ y en la cual no se registraron sefiales de

interferencia para las soluciones estabilizantes.
2.2.1.2. Angulo de contacto

Con el fin de evaluar la influencia de los excipientes sobre la humectabilidad del PZQ, se
realizaron mediciones del angulo de contacto, seglin metodologia descripta por Di Battista y col.
[3]. Este andlisis se llevd a cabo mediante la observacion tangencial de una gota (20 pL) de las
soluciones de interés depositadas sobre una placa de vidrio, que previamente fue recubierta con
una capa delgada de PZQ. Este recubrimiento se logré mediante la disolucién del PZQ puro en
etanol, seguida por la deposicién de una alicuota de solucidn suficiente para recubrir toda la
superficie de un portaobjetos de vidrio. La elevada volatilidad del etanol facilité su rapida
evaporacion y la formacion de una delgada ldmina homogénea de residuo sélido de PZQ sobre

la placa.

Las mediciones del angulo de contacto se realizaron utilizando un gonidmetro de angulo de

contacto NRL de ramé-hart (ramé-hart instrument co., EE. UU.), por triplicado. Para ello se contd
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con la colaboracién del Grupo de Investigacidon en Tecnologia Farmacéutica (INIQUI, CONICET-

Universidad Nacional de Salta).

En lineas generales, un angulo de contacto menor a 90 ° indica que el mojado de la superficie es
favorable y el liquido mojante se esparcird sobre un gran drea de la superficie del sélido,
mientras que angulos mayores a 90 ° estan asociados con un mojado desfavorable, de tal forma
que el liquido tendera a minimizar el contacto con la superficie y formard una gota turgente y

compacta (Figura 2.1) [4, 5].

0 >90° 0 = 90° 0 <90°
Mojado desfavorable - Mojado favorable

.‘

Figura 2.1. Angulo de contacto entre un liquido y un sélido de interés. Adaptado de Referencia [6].
2.2.2. Preparacion de los sistemas nanoparticulados y sus respectivas mezclas fisicas

Como se menciond previamente la metodologia empleada para la elaboracion de las NS fue la
HAP. El PZQ (2 g), tal como fue adquirido, se dispersé en 200 ml de solucién estabilizante,
alcanzando una concentraciéon final de 1% (p/v). Esta concentracién garantiza una
sobresaturacidon del sistema, segln los resultados obtenidos en los analisis previos de solubilidad
(llevados a cabo segun lo ya enunciado en la seccion 2.2.1.1). La relacién farmaco:estabilizante
utilizada se indica en cada capitulo pertinente (capitulos 3 y 4). Inicialmente, se preparé una
suspension gruesa, mediante humectacién completa del PZQ con la solucién estabilizante,
utilizando mortero de vidrio. Posteriormente, las suspensiones se agitaron en un agitador
magnético (1000 rpm; 10 minutos), para asegurar su homogeneidad, y se sonicaron durante 15
minutos, en bafio ultrasénico (Testlab TBO18TDCD, Argentina) a maxima potencia. El medio
utilizado en el bafio ultrasdnico consistié en una mezcla de agua destilada y lauril sulfato de
sodio (en una concentracién de 0,2% p/v), para aumentar las fuerzas de cavitacidn generadas.
Las suspensiones resultantes fueron procesadas por HAP (APV Gaulin 1000, Dinamarca, con
capacidad de 22 L/h) (Figura 2.2.). Inicialmente, se aplicaron 4 ciclos de homogeneizacién a una

presion de 500 bar, con el fin de evitar la obstruccion de la vélvula de homogeneizacion [7].
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Posteriormente, las dispersiones se hicieron pasar a través del homogeneizador a una presiéon
final de 950 bar, durante 60 ciclos. Debido al alto aporte de energia ocasionado por esta
metodologia, la corriente de salida, es decir, la corriente que recircula para una posterior
homogeneizacién, exhibié significativos aumentos de temperatura. Para controlar este
parametro durante el procesamiento, se intercalaron ciclos bajo presion (cuatro en total) con
ciclos sin presion (diez en total), de manera que la suspensién se enfriara durante su
recirculacion; al mismo tiempo que se adiciond al equipo con una serpentina, sumergida en un
bafio de agua mantenido a 20 °C, para favorecer el proceso de enfriamiento de la formulacion.
Al hacer esto, se logré controlar que la temperatura de la suspensién no supere los 40 °C. Para
la readecuacidn del equipo se conté con la colaboracion de investigadores del grupo de

Tecnologia de Particulas de la Planta Piloto de Ingenieria Quimica (PLAPIQUI, CONICET-UNS).

@ Tolva de alimentacion

@ Conjunto de bloques de valvulas de la
bomba

@ y @ Conjunto de valvulas

homogeneizantes

@ Manémetro

@ Descarga de la muestra

Figura 2.2. Fotografia del Equipo de Homogeneizacion de Alta Presion.

Con el fin de comparar los resultados obtenidos para las NS, en las diversas determinaciones de
caracterizacién, se prepararon mezclas fisicas (MF) en un mortero de vidrio por medio de la
mezcla suave de PZQ vy los diferentes estabilizantes, en la misma proporcion que las NS

elaboradas en cada caso particular.
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2.2.3. Secado por atomizacion de las NS

El secado por atomizacidn (SA) de las NS se llevd a cabo en un secadero a escala laboratorio Mini
Spray Dryer Blichi B-290 (Biichi Labortechnik AG) (Figura 2.3.). Las condiciones operativas que
se pueden seleccionar en el secadero son: temperatura de entrada del aire de secado, caudal de
aire de atomizacién, caudal de la muestra liquida a atomizar y caudal de aire de secado. El
secadero utilizado posee un sistema de presidn negativa para impulsar el aire de secado, es

decir, una bomba de vacio induce el ingreso de aire ambiente el cual circula a co-corriente con

la solucion/dispersidn atomizada.

@Solucién/ dispersién a ser atomizada
@ Panel de control de variables operativas
@Ciclo’n de separacion

@Vaso de coleccidn del producto sélido
@Cémara de secado

@Medicién de temperatura de salida

Figura 2.3. Equipo de secado por atomizacidon. Adaptado de Referencia [8].

En esta Tesis, los pardmetros del proceso de SA fueron: temperatura de entrada del aire de
secado 50 °C, caudal de aire de atomizacion 670 L/h, caudal de alimentacion 5 % (1,5 ml/min) y
caudal de aire de secado 35 m3/ h [9]. Es ampliamente conocido que el SA de formulaciones
acuosas que contienen excipientes de bajo punto de fusidn constituye un verdadero desafio
[10]. Las variables operativas utilizadas en este trabajo de Tesis se seleccionaron a partir de
datos reportados en la literatura cientifica, para el secado de una mezcla que contenga un
polimero hidréfilo de bajo punto de fusién, como es el caso del P188 [9, 11]. Durante el periodo
de operacidn, las suspensiones a atomizar se sometieron a agitacién magnética continua para

favorecer su homogeneidad. Ademads, para estabilizar y facilitar la limpieza del equipo, se hizo
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circular agua destilada durante 10 minutos previos y 10 minutos posteriores a la atomizacion de

las suspensiones.

La temperatura de salida del aire de secado se registré para cada experiencia realizada. Luego
del proceso de SA, el polvo colectado en el vaso de coleccién se pesd, se colocé en frascos color

caramelo y se almacend para su posterior caracterizacién.

El rendimiento del proceso se calculé como la relacidon entre la masa del producto obtenido
luego del secado, respecto de la cantidad inicial de sdlidos utilizada para preparar las

alimentaciones liquidas.

2.2.3.1. Reconstitucion extemporanea del polvo obtenido por SA

Una técnica ampliamente aplicada para disminuir el sabor amargo de algunos principios activos
es el uso de vehiculos dulces. En esta Tesis, el vehiculo utilizado para la redispersidn de polvos
obtenidos por SA fue una combinacion de las presentaciones comerciales Ora Sweet® y Ora
Plus®, en una proporcién 1:1. La seleccion de los vehiculos mencionados se realizé considerando
su amplia utilizacién en dmbitos hospitalarios para la formulacién o readecuacién de dosis

formulaciones liquidas orales de uso pediatrico [12].

Dado que estos vehiculos no estan disponibles comercialmente en Argentina, fueron preparados
en nuestro laboratorio seglin composicién descripta en la literatura [13]. La composicién de cada

vehiculo se detalla a continuacion.

Tabla 2.1. Composicion cuali-cuantitativa de los vehiculos utilizados para la redispersion del polvo.

Vehiculo Composicion
Sacarosa 80g
Glicerina 5mL
Sorbitol 5mL
, . Metilparabeno 01lg
Vehiculo para soluciones Sorbato de Potasio 01g
Fosfato dibasico de sodio 0,12¢g
Acido citrico 0,15¢g
Agua purificada c.s.p. 100 mL
Goma Xanthan 02¢g
Celulosa microcristalina 08¢g
Carboximetilcelulosa 0,025 g
Vehiculo para suspensiones Acido citrico Olg
Fosfato dibasico de sodio 0,06 g
Metilparabeno 01g
Sorbato de potasio 0,15¢g
Simeticona 01g
Agua purificada c.s.p. 100 mL
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Como puede observarse, la presencia de excipientes tales como la goma xanthan, la celulosa
microcristalina y la carboximetilcelusa en la formulacién otorgard el medio adecuado para el
mantenimiento de particulas en suspension; a la vez que la sacarosa, la glicerina y el sorbitol
aportaran un agradable sabor. Adema3s, el vehiculo contiene simeticona, que ademas de ser un
agente suspensor, evita la formacion de espuma, que es particularmente util en el caso de las
formulaciones desarrolladas, debido al contenido de P188, que es propenso a la formacién de
espuma después de la agitacion [14]. Los conservantes metilparabeno y sorbato de potasio
(presentes en la féormula de los productos comerciales) no se agregaron a la preparacion del
vehiculo, dado que exhiben una absorcidn ultravioleta significativa a la longitud de onda méaxima

de PZQ.

Los polvos obtenidos mediante SA se redispersaron en el vehiculo formulado, a una

concentracion final de PZQ del 1% (p/v).
2.2.4. Ensayos de caracterizacidon de NS y polvos obtenidos por SA
2.2.4.1. Distribucion de tamaio de particulas

La distribucion de tamafio de particulas de los polvos obtenidos por SA, asi como del PZQ materia
prima, se determind mediante difraccién laser (DL) en un equipo Horiba LA 950 V2 (Horiba,
Kyoto, Japdn), utilizando el método de polvo seco a un flujo de aire de 0,2 MPa. Esta técnica esta
basada en que las particulas dispersan luz en todas las direcciones, con un patrén de intensidad
gue es dependiente del tamafio de la particula. Mediante una fuente de luz laser y una serie de
detectores, la luz es dispersada a través de la muestra, y un software procesa la informacion
obtenida por los detectores. Las particulas grandes dispersan la luz en dngulos pequefiios en
relacién con el rayo laser, mientras que las particulas de menor tamafio dispersan la luz en
angulos grandes [15]. Para el calculo de la distribucién de tamafio de particulas, la DL utiliza la
teoria de Mie (de dispersidn de la luz), suponiendo un modelo de esfera equivalente al volumen
de la particula. Esto quiere decir que esta técnica supone que las particulas medidas son
esféricas, y los resultados que muestra este analisis se registran como un diametro de la esfera
equivalente al volumen de la particula. La teoria de Mie requiere el conocimiento de las
propiedades Opticas (indice de refraccion y componente imaginario), tanto del agente

dispersante como de la muestra que se esta midiendo [15].

Por lo general, las propiedades dpticas del dispersante son relativamente faciles de hallar en

datos publicados, ademas de que muchos instrumentos modernos cuentan con bases de datos

55



integradas que incluyen dispersantes comunes. En el caso de que no se conozcan las

propiedades dpticas, éstas se pueden medir [15].

En este trabajo de Tesis, el tamafio promedio de las particulas se expresé como el diametro
volumétrico medio Dss3. Ademas, se informd el D [v, 0,90], referido como el tamafio por debajo
del cual se encuentra el 90 % de la poblacién de particulas. El ancho de la distribucién se informa

como el pardmetro span, variable que se calcula haciendo uso de la Ecuacidn 2.1:
span = (Dgp — D19)/Dsp (Ec.2.1)

donde Dy, Dspy D1pson los didmetros para los cuales el 90, 50 y 10 % de |la poblacién de particulas
se encuentran por debajo de cada valor, respectivamente. La distribuciéon puede considerarse

angosta si el factor de span es menor a 2 [16].

Por otra parte, la distribucién de tamafio de particulas de las NS, asi como de los productos secos
redispersados, se determind mediante Dispersién Dindmica de Luz, también conocida como
Espectroscopia de Correlacion de Fotones (ECF), utilizando un equipo Zetasizer Nano 2590
(Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido). Esta técnica permite determinar la
distribucién de tamafio de particulas en suspension mediante el principio del movimiento
Browniano. El movimiento Browniano de las particulas en suspension hace que la intensidad de
la luz dispersada varie en el tiempo. Una caracteristica importante de este fenédmeno es que las
particulas pequefias se mueven rapidamente mientras que las particulas grandes lo hacen
lentamente, y esta velocidad de movimiento esta definida por su respectivo coeficiente de
difusién (D). A partir del analisis de las fluctuaciones temporales en la intensidad de la luz
dispersada se obtiene el coeficiente de difusidn (D) de las particulas. La relacién entre el tamafio
de una particula y su coeficiente de difusién debido al movimiento browniano se define en la

ecuacion de Stokes-Einstein (Ec. 2.2) [17, 18]:

kT
3nnD

d(H) = (Ec 2.2)

donde d(H) es el didmetro hidrodindamico, k la constante de Boltzmann’s, T la temperatura
absoluta, 77la viscosidad del medio y D el coeficiente de difusién. Para realizar estas
determinaciones es fundamental conocer con precision la viscosidad del medio. Ademas, la
temperatura debe permanecer estable durante el proceso de medida, dado que la viscosidad de
un liquido esta relacionada con dicha variable [17, 18]. Es importante destacar que las particulas
de mayor tamafio (> 3 um) pueden distorsionar completamente las mediciones y, por lo tanto,

se recomienda un analisis complementario con DL para corroborar los resultados obtenidos [19].
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En esta Tesis, las muestras se retrodispersaron mediante un laser de helio-neén (633 nm) en un
angulo de 90 ° y a una temperatura constante de 25 °C. Cada muestra se analizé inmediatamente
después de su preparacion, por triplicado. Para evitar las interacciones entre particulas y lograr
asi que los resultados fueran independientes de la concentracidn de particulas, la muestra se
diluyo usando agua ultrapurificada (MilliQ®), alcanzando una concentracién final de 0,25 %. Los
resultados obtenidos se informaron como Dsg, Dgo, didmetro hidrodindmico medio (Zs.e) e indice
de polidispersidad (IPD). El IPD se define como el cociente entre la desviacidén estandar y la
media obtenida para la medicién del tamafio de particulas [20]. Este pardmetro brinda una idea
de la distribucién global de tamafios, asumiendo una sola media. Valores alrededor de 0,1
reflejan una poblacién monodispersa homogénea, mientras que un IPD mayor que 0,5 indica

una distribucidn de gran tamafio, asi como una mayor tendencia a la aglomeracion [21].

2.2.4.2. Potencial Z

La carga de una particula es un pardmetro de significativa importancia a la hora de considerar la
estabilidad fisica de las NS acuosas. Este pardmetro se caracteriza mediante una combinacion
de electroforesis y velocimetria laser Doppler, que se expresa cominmente como movilidad

electroforética o convertida a potencial zeta [22].

La carga eléctrica superficial de las particulas influye en la distribucidn de los iones en el area
interfacial circundante, lo que resulta en una mayor concentracién de contraiones. Los
contraiones son iones que tienen carga opuesta a la carga sobre la superficie de las particulas,
de manera que se forma una doble capa eléctrica alrededor de cada una. La capa liquida que
rodea a la particula, se puede dividir en dos partes: la capa interior, denominada de Stern, donde
los iones estan cerca de la particula, y la capa exterior, que se conoce como capa difusa, donde
los iones estan a una mayor distancia (Figura 2.4). Factores como el pH o la fuerza idnica, entre

otros, pueden variar la composicion de esta capa difusa [23].

Cuando una particula con carga se mueve en un liquido, hay siempre una capa de liquido
adherida a la superficie que se mueve con ella. Es asi que dentro de la capa difusa hay un limite
dentro del cual los iones y las particulas forman una entidad estable. Cuando la particula se
mueve, los iones que se encuentran dentro de ese limite se mueven con ella, pero los iones que
estan mas alld de ese limite no. Este limite es Ilamado plano de deslizamiento (shear plane o
sliping plane), y es el que separa la fase en movimiento de la fase estacionaria. Este plano se
encuentra en la zona de la capa difusa de la doble capa eléctrica, en general a una distancia
pequefia del plano de Stern (Figura 2.4). Al potencial eléctrico en este plano se lo denomina

potencial zeta, el cual puede ser medido de una manera muy simple mediante estudios de
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movilidades electroforéticas donde las particulas se mueven bajo la accion de un campo
eléctrico. Es importante remarcar que experimentalmente el pardmetro que se obtiene es el de

la movilidad electroforética [18].

Potencial de superficie
"~y Potencial z

Figura 2.4. Visualizacidn de la doble capa eléctrica. Adaptado de Referencia [24].

La determinacion del potencial Z de las NS se realizé utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido), donde cada muestra fue ensayada por triplicado,
a 25 °C. Las muestras fueron diluidas de la misma manera que para la evaluacién del tamafio de

particula.
2.2.4.3. Morfologia

La microscopia electrdnica de barrido (MEB) es una técnica ampliamente utilizada para obtener
informacién valiosa sobre morfologia, topologia de superficies y composicién de una muestra
[25]. Esta técnica se basa en el principio de la microscopia dptica, sustituyendo el haz de luz por
un haz de electrones. Su funcionamiento consiste en hacer incidir un barrido de haz de
electrones sobre la muestra, el cual interactia con la muestra, dando como resultado la emision
de diferentes tipos de electrones, tales como los electrones secundarios de baja energia. Estos
constituyen los electrones arrancados a las capas electrénicas de los atomos del material de la
superficie barrida, a raiz del choque contra ellos de los electrones primarios del haz. La emision
de estos electrones estd modulada en cada punto por lainclinacidn de la superficie en ese punto,
por el angulo que forma la normal a la superficie con la direccion del haz incidente. Por lo tanto,

con la sefal que llega al detector de los electrones secundarios se construye en el monitor una
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imagen topografica, es decir, permite la visualizacion de la textura y la rugosidad de la muestra

[26].

En esta Tesis se utilizd un microscopio electrénico de barrido LEO EVO 40-XVP (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Alemania). Para la preparacion de las muestras, las NS se secaron en estufa (San
Jor, Buenos Aires, Argentina) a 40 °C sobre una placa de Petri, operacion que no resultd
necesaria para las materias primas y los polvos obtenidos por SA. Por ultimo, dado que las
muestras deben ser necesariamente conductoras, se metalizaron con oro (espesor del
metalizado: 300 nm) previo a su observacion, utilizando un equipo Pelco 91000 (Ted Pella,

California, Estados Unidos).

2.2.4.4. Analisis térmico

La calorimetria diferencial de barrido (CDB) es un método directo y cuantitativo para la
determinacién del calor de transformacidn y los cambios de entalpia de diversas muestras. En
esta técnica se realiza la medida de la diferencia de cantidad de calor, entre una sustancia de
interés y una de referencia, en funcion de la temperatura de la muestra, cuando ambas estan
sometidas a un programa de temperatura controlado [27]. En esta metodologia, se dispone de
dos capsulas, una de las cuales contiene la muestra a analizar y la otra esta generalmente vacia
y es la llamada capsula de referencia. Se utilizan calefactores individuales para cada capsula, y
un sistema de control comprueba si se producen diferencias de temperatura entre la muestra y
la referencia. Si se detecta cualquier diferencia, los calefactores individuales se corregiran de tal
manera que la temperatura se mantenga igual en ambas cdpsulas. Es decir, cuando tiene lugar
un proceso exotérmico o endotérmico, el instrumento compensa la energia necesaria para
mantener la misma temperatura en ambas cdpsulas [28]. Los termogramas obtenidos indican la
tasa diferencial de calentamiento versus la temperatura, donde el area bajo la curva de un pico
es directamente proporcional al calor absorbido por el evento térmico, y la integracién de tal
area da como resultado el calor de reaccién [29]. Estos ensayos son de gran utilidad durante
estudios de preformulacién, ya que permiten conocer el comportamiento térmico de muestras
puras y mezclas e inferir la presencia de posibles interacciones entre los excipientes y el fdirmaco
en estudio, asi como también reconocer una variedad de propiedades fisicoquimicas de los

componentes de una formulacién [29].

En esta Tesis, las determinaciones de CDB se llevaron a cabo en un equipo Pyris 1 (Perkin Elmer,
Massachusetts, Estados Unidos), registrandose los resultados a través del software Pyris (Perkin
Elmer, Waltham, Estados Unidos) articulado al equipo. Se obtuvieron los termogramas de todos

los materiales puros (tal cual se recibieron), asi como también de las NS (previamente secadas
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en estufa a 40 °C, segun lo ya enunciado en la seccidon 2.2.4.3) y sus respectivas MF, y los polvos
obtenidos por SA. Aproximadamente 7 mg de las muestras a analizar se colocaron en capsulas
de aluminio cerradas. El estudio se realizd bajo corriente de nitrégeno (40 mL/min), para evitar
descomposiciones aceleradas por la presencia de oxigeno. Se utilizdé un programa de
temperatura entre 30 y 200 °C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Se determiné
la temperatura de fusion del PZQ (en términos de Tonset Y Tpeak), asi como la entalpia del mismo
evento (AHg) en las diferentes muestras (NS, MF y polvos SA), asi como también se registré todo
otro evento térmico caracteristico de los estabilizantes empleados (e.g. fusidn, transicion

vitrea).

2.2.4.5. Anilisis cristalografico mediante difraccion de rayos X

La difraccidn de rayos X permite abordar la identificacion de fases cristalinas de una muestra,
tanto en su aspecto cualitativo como cuantitativo, mediante la incidencia de un haz de rayos X
monocromatico sobre la misma. Como consecuencia de la cristalinidad de la muestra, reflejada
en las propiedades de simetria de las ordenaciones regulares de los atomos constituyentes, se
produce un efecto de interferencia constructiva de las ondas de rayos X dispersadas por cada
atomo, teniendo esta interferencia una amplitud maxima para ciertos angulos de incidencia de
la radiacion sobre la muestra. La ley de interferencia que relaciona el espaciado entre planos
cristalinos, caracteristico de cada fase, la longitud de onda incidente y el angulo de dispersién
medido en los difractdmetros, es conocida como ley de Bragg. Se grafica la intensidad de la sefial
emitida como producto de las interferencias constructivas y destructivas, apareciendo sefiales
altamente definidas y caracteristicas para compuestos de estado cristalino, mientras que las

sefiales en estado amorfo se observan de manera mas difusa [29].

En este trabajo de Tesis, los patrones de difraccién de rayos X se obtuvieron usando un
difractémetro PANalytical Empyrean 3 (Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido) con una
radiacion CuKq filtrada con Ni y un detector PIXcel3D. El equipo fue operado a un voltaje de 45
kVy una corriente de 35 mA. Los difractogramas se colectaron entre los angulos (26) en el rango
de 28 de 3,5a 60 °, usando un modo de escaneo continuo con una velocidad angular de escaneo
de 0,016 ° min~ 1. Se obtuvieron los difractogramas de todos los materiales puros (tal cual se
recibieron), asi como también de las NS (previamente secadas en estufa a 40 °C) y sus respectivas

MF, y los polvos obtenidos por SA.
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2.2.4.6. Espectroscopia infrarroja asociada a Transformacion de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja es el método por el cual se estudia la absorcién o emisidon de energia
radiante originada por la interaccién entre la radiacion electromagnética (de longitud de onda
perteneciente al infrarrojo) y el material en estudio [30]. Esta metodologia es ampliamente
utilizada en la caracterizacidn de diferentes compuestos, para identificar los grupos funcionales
presentes en las muestras, asi como también evidenciar la aparicién de ciertas interacciones
guimicas entre compuestos. Permite determinar la estructura molecular de una sustancia, ya
que refleja las vibraciones caracteristicas de los grupos de dtomos. La espectroscopia FT-IR esta
basada en los principios de la espectroscopia molecular, en la que las moléculas absorben
energia de la luz en longitudes de ondas especificas. Para que una molécula absorba energia
radiante, ademas de coincidir con la frecuencia de vibracién, debe producir un cambio en su
momento dipolar. Las vibraciones pueden ser de tensidn o estiramiento y de flexiéon o
deformacion, y cada uno de estos tipos de vibracién tiene asociada una frecuencia caracteristica.
Las vibraciones de tension son cambios en la distancia interatdmica a lo largo del eje del enlace
entre dos dtomos; mientras que las vibraciones de flexién estan originadas por cambios en el
angulo que forman dos enlaces. Cada molécula presenta un espectro IR caracteristico, debido a
gue todas las moléculas (con excepcion de las especies diatdmicas mononucleares, como O, y
Br,) tienen algunas vibraciones que, al activarse, provocan la absorcidn de una determinada
radiacidn, cuya longitud de onda se halla en la zona del espectro electromagnético

correspondiente al infrarrojo [31].

En esta Tesis, el analisis por FT-IR se llevd a cabo en un espectrofotémetro Nicolet 6700 (Thermo
Scientific™, Waltham, Estados Unidos), sobre las mismas muestras descriptas en las secciones
anteriores. Cada muestra a ensayar se preparé realizando una mezcla con bromuro de potasio
(KBr) en una relacién masica 1:99, respectivamente. Una pequefia fraccion de esta mezcla se
colocd en una placa portamuestra y se analizé, barriendo longitudes de onda entre 4000 cm™y
400 cm®. El andlisis de los espectros obtenidos se realizéd mediante el software OMNIC v.5.12
(Thermo Electron Scientific Instruments LLC, Madison, Estados Unidos) y la asignacion de las
bandas de absorcion se llevd a cabo utilizando datos bibliograficos. Tanto las muestras como el
bromuro de potasio se secaron hasta peso constante previo a su analisis utilizando una balanza

de humedad.
2.2.4.7. Determinacion del contenido de farmaco

El contenido de farmaco en las NS, asi como en los polvos obtenidos por SA, se determind

mediante espectrofotometria UV-Vis. Esta técnica utiliza radiacion del espectro
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electromagnético cuya longitud de onda esta comprendida entre 100 y 800 nm, y su efecto sobre
la materia es producir transiciones electrénicas entre los orbitales atdmicos y/o moleculares de
la sustancia [32]. En la espectroscopia UV-Vis, una especie quimica absorbe radiacion de la citada
longitud de onda, y la energia adquirida por el sistema causa la transicion de un electrén de un
estado basal, o fundamental, a uno excitado. La energia de transicidon esta relacionada con la
longitud de onda de la radiacidn, a través de la ecuacién de Planck. La base de la aplicacién en
analisis cuantitativo de la espectrofotometria UV-Vis esta dada por la Ley de Lambert-Beer, que
establece que la absorbancia de una solucidén es directamente proporcional a la concentracidn
del analito en esa solucidn [32]. Por lo tanto, puede emplearse para determinar la concentracion

de un compuesto en una solucién:
A=-log(l/lg)=€ccl (Ec. 2.3)

donde A es |la absorbancia medida, / es la intensidad de la luz transmitida, lpes la intensidad de
la luz incidente, € es el coeficiente de absorcién molar (caracteristico de cada sustancia a una
determinada longitud de onda), / corresponde a la longitud del camino dptico y ¢ es la

concentracién de la sustancia absorbente [32].

Cabe aclarar que en la presente Tesis, la espectroscopia UV-Vis se utilizd no sélo para el ensayo
de valoracién del farmaco en las diferentes muestras, sino también para la cuantificacion de PZQ
en las muestras obtenidas luego del ensayo de disolucién in vitro, solubilidad y sedimentacién.
Las lecturas de absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro (Varian Cary 50Conc, Varian
Instruments, Mulgrave, Australia), a la longitud de onda de maxima absorcién de PZQ (264 nm),

y las determinaciones cuantitativas se realizaron utilizando curvas de calibrado.

Las muestras para determinaciones de valoracién, equivalentes a 100 mg de PZQ, se disolvieron
en etanol, medio en el cual tanto el PZQ como los excipientes utilizados en esta tesis son
libremente solubles. Las lecturas se realizaron de manera directa, sin previa dilucion. El ensayo

se realizd por triplicado.
2.2.4.8. Disolucion in vitro

La velocidad y el grado de absorcion de un farmaco en el tracto gastrointestinal estdn
determinados por factores como la desintegracion y disolucion de la forma farmacéutica, asi
como también la solubilidad acuosa y velocidad de disolucion del farmaco. Estos factores deben
tenerse en particular consideracién porque poseen un impacto significativo en la absorcidn,
distribucién, transporte y, finalmente, biodisponibilidad del IFA [33-35]. En las formas

farmacéuticas sdlidas, la desintegracion, eventualmente, y la disolucién tienen un impacto
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considerable en lo inherente a la biodisponibilidad del farmaco que contienen. Las suspensiones
podrian considerarse analogas a la forma desintegrada de comprimidos y/o capsulas, de manera
que el proceso de disoluciéon también constituye el paso limitante de la absorcién y la
biodisponibilidad [22]. En consecuencia, el ensayo de disolucidén se considera estrictamente
relevante a la hora de estudiar el comportamiento del principio activo en condiciones que

simulan el entorno fisioldgico.

En este trabajo de Tesis, los estudios de disolucidn in vitro se llevaron a cabo utilizando un
aparato 2 (Erweka DT60, Heusenstamm, Alemania) a 50 rpm. Las muestras incluyeron a PZQ
materia prima; NS, polvos SA redispersados, y sus correspondientes MF, asi como también a la
especialidad medicinal reformulada (triturada y redispersada en el mismo vehiculo). En todos
los casos se considerd el uso de una muestra que contenga 100 mg de PZQ. El medio de
disolucién descripto en Farmacopea para el andlisis de comprimidos de PZQ consiste en HCI 0,1
N, que contiene 2,0 mg de lauril sulfato de sodio por mL [36]. Durante los estudios preliminares
realizados en esta Tesis se corrobord que utilizando esta gran cantidad de tensioactivo es dificil
observar diferencias entre los perfiles de disoluciéon de la materia prima y las dispersiones
formuladas; es decir, se pierde poder discriminante en el ensayo. Por lo tanto, los perfiles de
disolucién in vitro se llevaron a cabo en 900 ml de HCl 0,1 N, sin el agregado del agente
surfactante, a 37,0+ 0,5 °C. Alos 5, 15, 30 y 60 minutos de comenzado el ensayo, se extrajeron
muestras de 10 ml (reemplazando un volumen igual de medio fresco), y se filtraron utilizando
una membrana de nylon con poro de 0,22 um (Gamafil, Beccarciudad, Argentina). La cantidad
de PZQ disuelta se determiné por espectrofotometria UV a 264 nm, y se refirié al contenido real
del farmaco en cada muestra (establecido segun lo ya enunciado en la seccién 2.2.4.7). Para la
construccién de los perfiles de disolucién, se grafico el porcentaje promedio de PZQ disuelto, a

cada tiempo de muestreo, junto a su respectiva desviacion estandar.

Los perfiles de disolucién se compararon estadisticamente mediante Analisis de Varianza
(ANOVA), en términos del parametro eficiencia de disolucién (ED). La ED se define como el drea
bajo la curva de disolucion hasta un cierto tiempo t, expresada como un porcentaje del drea del

rectangulo descripto por el 100% disuelto a ese mismo tiempo [37].

Asimismo, se realizd un ajuste de los datos de disolucion a modelos cinéticos utilizando
DDSolver, un complemento de Microsoft Excel®, versatil y de libre uso, propuesto por Zhang y
colaboradores [38]. Este programa permite describir perfiles de disolucidon en términos de
funciones matematicas (es decir, métodos dependientes de modelo). En términos generales,

suelen aplicarse modelos estandar tales como cinética de orden cero, cinética de orden uno,
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Higuchi, Hixson-Crowell, Weibull, entre otras. La seleccidn del modelo mas apropiado esta dada
por la obtencidon de los mejores valores en los parametros de ajuste R?; (coeficiente de
determinacidn ajustado), AIC (criterio de informacion de Akaike) y MSC (criterio de seleccion del
modelo). El modelo que mejor describa el proceso de disolucidn in vitro serd aquel con el mayor

R%,j, minimo AIC y maximo MSC [38].
2.2.4.9. Contenido de humedad

Para la determinacién del contenido de humedad de los polvos obtenidos mediante SA se utilizd
un analizador de humedad con lampara halégena como fuente de calor (Ohaus M45, Ohaus
Corporation, Parsippany, Estados Unidos), el cual funciona sobre la base del principio
termogravimétrico. Al comienzo de la medida, el analizador de humedad determina el peso de
la muestra. Se calienta rdpidamente la muestra por medio de la unidad haldgena desecadora.
Durante la operacién de secado, el equipo determina continuamente el peso de la muestra y
presenta el resultado en el visor del mismo. Cuando la desecacién termina, el resultado obtenido
se informa como porcentaje de contenido de humedad [39]. El criterio de finalizacidn
seleccionado se baso en la pérdida de peso por unidad de tiempo (menos de 1 miligramo de

pérdida en 90 segundos).

El andlisis del contenido de humedad se realizé por triplicado, e inmediatamente después del

proceso de secado por atomizacion.
2.2.4.10. Solubilidad

El ensayo de solubilidad se realizd6 en los polvos obtenidos mediante SA y sus
correspondientes MF, a fin de evidenciar posibles cambios en esta propiedad luego de la
aplicacién de los procesos de HAP y SA. Para ello, se procedié de la misma manera que lo
explicado anteriormente, en la seccién 2.2.1, a excepcion de que el medio utilizado fue agua
destilada, y la temperatura de trabajo fue de 25 °C. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.
2.2.4.11. Sedimentacidn y redispersabilidad

Se realizaron estudios de sedimentacion y redispersabilidad de los polvos SA dispersados en el
vehiculo. Normalmente, el método de eleccion para estos estudios suele ser la turbidimetria
[40, 41]. Sin embargo, como el vehiculo utilizado contiene particulas dispersas de excipientes,
este método no resulta factible de aplicacion en la presente Tesis. Por lo tanto, la evaluacion se

realizé aplicando el método desarrollado por Vilches y col. [42]. Dicha metodologia consistié en
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mantener la suspension, es decir, el polvo SA redispersado en el vehiculo, en columnas de vidrio
a temperatura ambiente durante 14 dias. A intervalos de tiempo predeterminados de acuerdo
a los esquemas de dosificacion tipicos de PZQ (1, 7 y 14 dias), se extrajeron muestras de los
extremos superior e inferior de la columna, y se cuantificé la concentracion de PZQ por
espectrofotometria UV-Vis. Simultdneamente, las suspensiones se colocaron en viales, que
fueron agitados diariamente en forma manual, y se analizaron aplicando la misma metodologia

de cuantificacién y esquema de intervalos temporales.

2.2.5. Formulacion de gomas masticables
2.2.5.1. Proceso de formulacién

Las gomas masticables conteniendo PZQ fueron elaboradas mediante metodologia de moldeo
[43]. Previo a su preparacidn, los moldes a ser utilizados fueron calibrados. Para ello, se preparé
una masa fluidificada conteniendo gelatina, agua, sorbitol, glicerina y acido citrico, la cual se
vertio en los 8 alvéolos del molde seleccionado y se dejé enfriar. Posteriormente, se pesaron las
gomas obtenidas y se dividid el peso total por la cantidad de unidades, para obtener el peso

promedio de cada goma.

Todas las etapas del proceso de formulacion y estabilizacion de las gomas masticables se
muestran la Figura 2.5. Para la preparacion de la masa fluidificada, se utilizé el método de
solucion indirecta [44], para lo cual se hidratd la gelatina con un volumen definido de agua fria
durante 30 minutos (Figura 2.5 a-c). Pasado ese tiempo, se calentd la gelatina en una plancha
calefactora hasta fundir la masa (Figura 2.5 d), paso durante el cual se agregaron la glicerina y el
sorbitol, manteniendo una agitacién constante (Figura 2.5 e-f). De esta manera se formé la
solucion de gelatina. Una vez que la gelatina se disolvid por completo, y la temperatura de la
solucion no superé los 40 °C, se agrego el IFA (Figura 2.5 g). En este caso particular, el PZQ se
incorpord tanto en forma de NS como de polvo SA redispersado en agua, correspondiente a la
combinacion farmaco:estabilizante 1:1 (F4 y SA2, respectivamente). Se mantuvo el sistema bajo
agitacion continua, para asegurar que el PZQ se distribuya homogéneamente (Figura 2.5 h).
Justo antes de verter la masa en los alvéolos (moldes), se agregd el acido citrico, previamente
disuelto en 1 ml de agua. Es de gran importancia que este acido se agregue al final del proceso,
ya que puede favorecer la hidrélisis de la gelatina [45]. Una vez incorporado el acido citrico, la
mezcla fue vertida en los moldes, manteniendo una agitacion manual de la mezcla durante el

proceso, para evitar la precipitaciéon del principio activo (Figura 2.5 i-j). Cabe destacar que la
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importancia del agregado de cada uno de estos excipientes en la produccion de gomas
masticables, asi como la formula cuali-cuantitativa de cada formulacién, seran detalladas en el

capitulo 5.

Las gomas masticables se dejaron solidificar a temperatura ambiente durante un periodo de 24
horas. Posteriormente, comenzé la fase de estabilizacion o secado. A nivel industrial, este
proceso se lleva a cabo por conveccion de aire o en tuneles para lograr una matriz sélida
consistente en el menor tiempo posible [43]. En esta Tesis, este paso se llevé a cabo colocando
las gomas masticables en un desecador, y logrando un ambiente de maxima sequedad
(Humedad Relativa = 1 %) mediante empleo de silica gel activada [46] (Figura 2.5 k-I). Las gomas
masticables se pesaron diariamente, y el proceso de estabilizacidon se considerd finalizado

cuando se alcanzd un peso constante.
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Figura 2.5: Esquema fotografico de la formulacién y estabilizacién de las gomas masticables.
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2.2.5.2. Caracterizacion de las gomas masticables
2.2.5.2.1. Contenido de humedad

Si bien la presencia de agua es estrictamente necesaria para proveer la estructura de gel (accion
plastificante), la evaluacion del contenido de humedad resulta esencial ya que constituye una
propiedad critica de estos sistemas gelificados, sobre todo porque afectan su comportamiento
termo-mecdnico [43, 44]. Existen diversos métodos para determinar el contenido de humedad,
entre los que se encuentran la medida de contenido de sdlidos, la determinacion de pérdida por
secado, la titulacidn por Karl Fischer y la espectroscopia infrarroja. En esta Tesis se utilizd la

titulacion por Karl Fischer.

El método de medicidn de agua mediante volumetria Karl Fischer utiliza una reaccién de dos
pasos basada en el equilibrio redox del par yodo / yoduro [47]. El yodo se utiliza como reactivo
de valoraciéon para la determinacién del punto final. Cuando se ha consumido toda el agua
presente en la muestra, el exceso de yodo ya no puede reaccionar, y estd presente en la solucién
con yoduro. La existencia del par yodo / yoduro corresponde a la reaccion redox en los
electrodos, que estdn sumergidos en el medio de trabajo, y hacen que el voltaje caiga
bruscamente, indicando el punto final de la titulacién [47]. El reactivo de Karl Fischer reacciona
sélo con el agua, lo que elimina el error proveniente de la deteccion de componentes volatiles,
situacidn que ocurre comunmente en las determinaciones de pérdida por secado [48]. Aunque
un problema que puede surgir en esta determinacidon es que el agua no entre en contacto
directo con el reactivo, lo que puede ocurrir si la muestra es insoluble, y en lugar del contenido
total de agua, sélo se puede medir el agua superficial. En este caso, la liberacion de toda el agua
contenida en la muestra se puede lograr mediante la adicidn de un solvente apropiado, tal como

la formamida [47].

En la presente Tesis, este ensayo fue llevado a cabo por el Instituto Nacional de Tecnologia
Industrial (INTI, Parque Tecnolégico Miguelete) utilizando un equipo Metrohm modelo Titrando
852, con software asociado Tiamo versién 2.2 (Methrom Schweiz, Zofingen, Suiza). Para ello, se
disolvid 0,1 g aproximadamente de goma masticable en una disolucidon compuesta por metanol
anhidro y formamida, en una relacién 1:1. La formamida fue empleada debido a que mejora la
solubilidad en metanol de sustancias polares, y acelera la extraccion de agua de sélidos a altas
temperaturas. Para el previo acondicionamiento de la celda se utilizaron tamices moleculares
de 0,3nm, previamente secados a 300 °C durante 24 horas. La mezcla de reaccién fue calentada
a 50 °C, para favorecer la disolucién de la muestra, y a continuacion fue valorada con el reactivo

de titulacién Hidranal® Composite. La determinacion se realizoé por quintuplicado.

68



2.2.5.2.2. pH

El término pH es una forma de expresar la concentracién de ién hidrégeno o, mas exactamente,
la actividad del idn hidrégeno, en un cierto sistema. Esta determinacidn constituye otro de los
parametros criticos de los sistemas gelificados, ya que puede afectar el proceso de gelificacién

y la turbidez (transparencia) de la gelatina [44].

Para su determinacion se empled un pHimetro (Altronix TPX-l, Argentina), previamente
calibrado con soluciones tampdn pH 4.00 y pH 7.00. Para llevar a cabo el andlisis, las gomas
masticables se cortaron en finas porciones, para favorecer su disolucién. Posteriormente, se
mezclaron con agua caliente (aproximadamente 40 °C), en una proporcién muestra: agua 1:3,y
se agitaron hasta lograr una completa disolucién. Antes de medir el pH, la solucién se enfrio

hasta temperatura ambiente [43].

2.2.5.2.3. Textura

Las propiedades mecdnicas de los geles estan intimamente relacionadas a la textura y, en

consecuencia, a la aceptacion por parte de los pacientes [49].

Los ensayos reoldgicos para evaluar las caracteristicas de los geles pueden agruparse en tres
tipos: fundamentales, empiricos e imitativos. Los métodos fundamentales miden pardmetros
bien definidos, como el mdédulo de elasticidad o la viscosidad. Las pruebas fundamentales de
deformacién pequena se basan en la técnica de reometria oscilatoria dindmica, una prueba de
fluencia y una prueba de relajacién de estrés. Por su parte, los métodos empiricos de
deformacién pequefia, utilizados para medir la resistencia del gel, comprenden las pruebas de
compresion (o de penetracion), donde el pardmetro mds comunmente utilizado para medir la
calidad del gel es su fuerza. Por ultimo, las pruebas empiricas, de gran deformacién, se utilizan
para medir otro pardmetro de los geles conocido como la resistencia a la rotura, es decir, la
fuerza requerida para romper la muestra. Sin embargo, las mediciones de punto Unico, a
menudo basadas en pruebas de ruptura, no son representativas del comportamiento mecanico
general de los geles [50]. En este sentido, el andlisis de toda la curva fuerza-deformacion,
generada por compresion utilizando un sistema de medicion de textura, permite una mayor
comprension de la textura del gel. Esta técnica instrumental se conoce como analisis de perfil
de textura (TPA, del inglés Texture Profile Analysis) y es uno de los métodos imitativos mas
empleados para el analisis de estos sistemas semisdlidos. Se basa en la aplicacidon de una fuerza
de deformacion similar a la de procesado oral [51]. Esta técnica instrumental se desarrollé en la

década de 1960 y se ha utilizado durante muchos afios para la medicion de las propiedades
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texturales de los alimentos [52, 53]. En la presente Tesis, se utilizd este ensayo para evaluar la

textura de las gomas masticables desarrolladas.

El andlisis de perfil de textura se llevd a cabo utilizando un analizador de textura TA Plus (West
Sussex, Inglaterra) (Figura 2.6), equipado con una celda de carga de 50 N, de acuerdo a una
técnica adaptada a gomas de gelatina descripta por Delgado y Bafion [43]. Los datos fueron

procesados por el software provisto por el equipo (Nexygen Plus).

@ Superficie en la que se coloca la
muestra

@ Panel de control

Figura 2.6. Analizador de Textura TA Plus utilizado para la evaluacion de la textura de las gomas
masticables desarrolladas.

Las muestras se sometieron a dos ciclos de compresién y descompresion con una sonda
cilindrica plana de teflén (70 mm de didametro), lo que permitié que cada muestra se deformara
sin ser penetrada. Estos ciclos imitan las primeras dos mordidas en un proceso de masticacion.

El ensayo se llevd a cabo a temperatura ambiente, bajo las siguientes condiciones operativas:
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dos ciclos consecutivos de 50 % de compresidn (se mueve el cabezal una distancia igual a la
mitad de la altura promedio de las gomas evaluadas); el cabezal transversal se movié a una
velocidad constante de 30 mm/min y un punto de activacién de 0.05 N. Dicha velocidad se
encuentra recomendada en la literatura, a fin de obtener valores que estén estrechamente
relacionados con las respuestas sensoriales [49]. El nivel de deformacidn final se eligié siguiendo
las recomendaciones de Pons y Fiszman y Vieira y col. para alimentos en gel [49, 54]. A lo largo
del tiempo numerosos autores han caracterizado gomas masticables de almidén, gelatina y/o
pectina utilizando medidas de TPA bajo distintas condiciones de trabajo en funcidn de la matriz

estudiada [53, 55, 56].

El resultado obtenido de esta medicidn consiste es un grafico de fuerza versus tiempo (Figura

2.7), donde se observa la presencia de dos picos.

Primera mordida L Segunda mordida

Dureza

Fracturabilidad

Fuerza

A3 Elasticidad L/_

Tiempo —

Adhesividad

Figura 2.7. Curva de andlisis de textura. Adaptado de Referencia [57].

Los atributos de textura mas relevantes que derivan de este grafico se detallan a continuacién

[49]:

e Fracturabilidad: corresponde a la fuerza del primer rompimiento significativo en la
curva, expresada en N.
e Dureza: se define como la fuerza necesaria para lograr deformacién a la primera

compresion, expresada en N.
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e Cohesividad: se define como las fuerzas internas del material que lo mantienen integro.
En la curva de fuerza versus tiempo se determina como la relacion entre el drea bajo la
curva obtenida al integrar hasta el punto maximo del segundo pico respecto al primer
pico (A2/A1), y no posee unidades.

e Adhesividad: se define como la fuerza necesaria para superar las fuerzas atractivas entre
el material en estudio y otras superficies en contacto. En el grafico se observa como el
area negativa del primer ciclo de compresién (A3).

e Elasticidad: se define como la velocidad a la cual un material deformado recupera sus
dimensiones originales luego de la compresion, expresada en mm. Se calcula como la
diferencia de distancias entre el maximo de la segunda curva y el inicio de la segunda
curva.

e Gomosidad: se entiende como la elasticidad durante la masticacién, o la energia
requerida para desintegrar un producto semisdlido a un estado estacionario previo a la
deglucion. Resulta del producto entre dureza y cohesividad y esta expresada en N.

e Masticabilidad: se entiende como la energia requerida para masticar un producto sélido
y hacerlo apto para la deglucién. Es el resultado del producto entre gomosidad vy

elasticidad, y estd expresada en N x mm.

Cada uno de los atributos identificados en la curva da una excelente correlacién con las
caracteristicas sensoriales. La técnica del TPA ha servido para comprobar que la textura es una
propiedad multi punto, mas que una caracteristica de punto sencillo. Cabe mencionar que la
gomosidad y la masticabilidad son mutuamente excluyentes y no deben reportarse para el

mismo producto. Se establecié que el parametro gomosidad fue definido para productos

semisodlidos y la masticabilidad para productos sélidos [51]. En consecuencia, en esta Tesis, se

reportara Unicamente la gomosidad.

Por otro lado, como el ensayo de textura es dependiente de los pardmetros geométricos de la
muestra, se seleccionaron gomas con dimensiones y forma similares [43, 44]. Por ultimo, estos
atributos derivados de la curva de TPA fueron comparados con los resultados obtenidos a partir
de especialidades medicinales masticables de multivitaminicos disponibles en nuestro mercado.

Todos los resultados reportados son un promedio de seis repeticiones.
2.2.5.2.4. Desintegracion
Para que la liberacién del principio activo desde la goma masticable sea efectiva se requiere una

facil disgregacion de la forma farmacéutica en el tracto gastrointestinal, o en fluidos tales como
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la saliva [58]. La disgregacidn consiste en la ruptura de las uniones formadas durante el proceso
de compresidn o, en nuestro caso, gelificacion, tales como fuerzas de Van der Waals, uniones
capilares, puentes de hidrégeno, entre otras, y cuyo objetivo es incrementar el area superficial

de los fragmentos obtenidos, a fin de conseguir una rapida liberacion de los farmacos [59].

El ensayo de disgregacion estd destinado a determinar la capacidad de disgregacién de una
forma farmacéutica, en un medio liquido y bajo condiciones experimentales especificadas. Se
considera que la disgregacion esta terminada cuando no quedan residuos en la rejilla del equipo
o bien, si quedara algun residuo, este estad constituido por una masa blanda sin restos duros

palpables [1].

En esta Tesis, el ensayo de desintegracion de las gomas masticables se llevé a cabo en un equipo
de desintegracion (Scout Electronics EGMO1, Ciudad, Argentina), utilizando HCI 0,1 N a 37 °C
como medio. Para el analisis, las gomas se incorporaron, en primera instancia, como unidades

enteras, y luego fueron cortadas en cuatro partes iguales.

2.2.5.2.5. Actividad acuosa

La actividad acuosa (aw) se define como la relacién que existe entre la presion parcial de vapor
de agua de una sustancia y el agua pura, a la misma temperatura. Los valores pueden variar
entre 0y 1, y es un pardmetro adimensional. En el equilibrio, el ay es igual a la presién de vapor
ejercida por la sustancia en el ambiente cerrado que la rodea, donde se da una equivalencia
entre la humedad relativa del aire en ese ambiente cerrado y la actividad del agua en la sustancia

ensayada [60].

En esta Tesis, el ayw de las gomas masticables se determind usando un equipo LabMASTER-aw
(Novasina Axair AG, Pfaffikon, Suiza), con una exactitud de 0,001 (Figura 2.8). Este ensayo fue
realizado por el Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI, Parque Tecnolégico Miguelete),
siguiendo la metodologia descripta en bibliografia [61]. Las muestras fueron cortadas
longitudinalmente, y ambas mitades fueron colocadas en la cdpsula portamuestras del equipo,

procediéndose a la medicidn. El ensayo se realizé por triplicado, a 25 °C.
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Portamuestra

Figura 2.8. Instrumento utilizado para determinar ay,
2.2.5.2.6. Control microbiolégico

El estudio microbioldgico se llevd a cabo siguiendo las especificaciones del capitulo 90 “Control
higiénico de productos no obligatoriamente estériles” de Farmacopea Nacional Argentina,

segln se describe a continuacién [1]:

Recuento de aerobios viables: Para dicha determinacion se realizd el procedimiento de
recuento en placa. Se disolvieron 10 gramos muestra en solucidn reguladora de fosfato pH 7,2,
para obtener 100 ml, realizdndose posteriormente una dilucién, de modo que 1 ml contenga
entre 30 y 300 ufc. Se transfirié 1 ml de la dilucién final a cada una de las dos placas de Petri
estériles, y se agregaron rapidamente entre 15 y 20 ml de Agar Digerido de Caseina-Soja,
previamente fundido y enfriado a 45 °C. Las placas de Petri se taparon y rotaron (para
homogeneizar la muestra con el agar), y se dejaron solidificar a temperatura ambiente.
Posteriormente, las placas fueron invertidas e incubadas durante 48 a 72 horas, momento en el
cual se examinaron para evidencia ausencia o presencia de desarrollo microbiano. En caso
positivo, se debe contar el nimero de colonias y expresar el promedio, para las dos placas en
términos del nimero de unidades formadoras de colonias (ufc/g).

Ensayo para Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa: A un volumen de la diluciéon
preparada anteriormente , equivalente a 1 gr o 1 ml de muestra, se le agrego Caldo Digerido de
Caseina-Soja para obtener 100 ml, se mezclé e incubd. Luego, se examind el medio a fin de
detectar desarrollo bacteriano. En caso positivo, se debe inocular con un ansa la superficie de

Agar Baird Parker (en el caso de S. aureus) y Agar Cetrimida (para P. aeruginosa), y examinar
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luego de la incubacién. Si ninguna de las placas contiene colonias con las caracteristicas tipicas
de estos tipos de microorganismos, la muestra cumple con los requisitos del ensayo para
ausencia de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, por gramo.

Ensayo para Salmonella spp. y Escherichia coli: A un volumen de la dilucién preparada para el
recuento de aerobios viables, se le agregd Caldo Lactosado para obtener 100 ml, se mezclé e
incubd Luego, se examind el medio a fin de detectar desarrollo bacteriano. En caso positivo, se
debe inocular con un ansa la superficie de Agar Verde Brillante (en el caso de Salmonella spp.) y
Agar Mac Conkey (para E. coli), y examinar luego de la incubacion. Si ninguna de las placas
contiene colonias con las caracteristicas tipicas de estos tipos de microorganismos, la muestra
cumple con los requisitos del ensayo para ausencia de Salmonella spp. y Escherichia coli, por
gramo

Recuento de hongos y levaduras: Se procedié segln lo indicado para recuento de aerobios
viables, pero empleando Agar Dextrosa-Sabourand. Las placas de de Petri se incubaron durante
un periodo de 5 a 7 dias, a una temperatura entre 20 y 25 °C, y se examinaron en busca de

crecimiento microbiano luego de ese proceso.

Estos ensayos se llevaron a cabo en colaboracién con el grupo de investigacién en microbiologia

(Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia — UNS).

2.2.5.2.7. Contenido de farmaco

El contenido de farmaco en las gomas masticables se determiné mediante espectrofotometria
UV-Vis. Las muestras se disolvieron en acido acético, medio en el cual tanto el PZQ como la
gelatina son libremente solubles. Las lecturas se realizaron de manera directa, sin previa
dilucidn, a la longitud de onda de maxima absorcion del PZQ (264 nm). El ensayo se realizé por

triplicado.

2.2.6. Analisis estadistico

En general, en el presente trabajo de Tesis, los resultados presentados se han expresado como
un valor promedio * el error estandar asociado a la media, de las mediciones obtenidas en los
diferentes ensayos, y segun el nimero de réplicas especificadas en cada caso particular. Las
comparaciones estadisticas se efectuaron mediante el analisis de la varianza (ANOVA), a través
del programa Infostat (www.infostat.com.ar). Se utilizé siempre un nivel de confianza del 95 %

(nivel de significancia a = 0,05) para identificar diferencias significativas entre determinaciones.
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CAPITULO 3

Desarrollo y caracterizacion de nanosuspensiones de
Praziquantel
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3.1. Introduccién

Como se menciond en el Capitulo 1, existen diversas metodologias para reducir el tamafno de
particula al rango nanométrico. Por su versatilidad, la HAP es una de las técnicas mas

frecuentemente utilizada para la obtencion de NS.

Inicialmente, se desarrollaron dos variantes de HAP para la obtencidn de nanocristales: la
microfluidizacién y la homogeneizacidon de pistén [1]. Sin embargo, la primera de ellas ha sido
practicamente abandonada para este fin, como consecuencia del elevado numero de ciclos de
homogeneizacidén que es necesario aplicar para obtener un tamafio de particula éptimo y de la
excesiva proporcién de particulas micrométricas presentes en el producto final [1]. En
consecuencia, la atencién se centra hoy en dia en el empleo de homogeneizadores de piston.
Esta metodologia fue desarrollada por Miiller y colaboradores en el afio 1999 y registrada como
DissoCube® por la firma SkyePharma, resultando aplicable para la obtencién de NS en medios
acuosos [2]. Afios mas tarde, su aplicacion se extendié a disolventes no acuosos y a mezclas de
agua con otros disolventes miscibles. Esta tecnologia ha sido registrada como Nanopure® por la

empresa alemana PharmaSol [3].

Durante los procesos de homogeneizacion en medio acuoso, una suspensién de farmaco
micronizado se hace pasar a través de una ranura muy estrecha (de aprox. 25 micras) del
homogeneizador, bajo presién, la cual es generada por accién de un piston. Al atravesar la
ranura, la velocidad del fluido aumenta debido a que el area disminuye. Este aumento de
velocidad es compensado por una disminucidn de la presion, la cual cae incluso por debajo de
la presidon de vapor del agua a esa temperatura. Esto ocasiona la formacidn y crecimiento de
burbujas, que finalmente implosionan cuando la suspensiéon abandona la ranura del
homogeneizador [1]. Este fendmeno, conocido como cavitacion, es el fendmeno determinante

de esta tecnologia para promover la reduccion de tamanio de particula [2].

Ademas del fendmeno de cavitacion, la fuerza de cizalla, también llamada esfuerzos de corte, y
la turbulencia del flujo también contribuyen a la reduccién del tamafio de particula por HAP. La
turbulencia esta asociada al movimiento irregular de liquidos y gases que fluyen a alta velocidad.
Asimismo, esta caracterizada por una alta conveccién y cambios espacio-temporales rapidos de
presion y velocidad. El movimiento del fluido se da en forma cadtica o, en otras palabras, el

movimiento principal es perturbado por otros movimientos desordenados que se mezclan con
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aquél. Las moléculas, en lugar de seguir trayectorias paralelas (flujo laminar) describen caminos
irregulares y forman torbellinos o remolinos [4]. En consecuencia, el conjunto de estos
fendmenos provocan que el fluido ejerza tensiones disruptivas sobre las particulas favoreciendo

la tendencia a la rotura.

Cabe aclarar que una de las caracteristicas que hace particularmente atractiva a esta
metodologia es que los modelos de homogeneizadores mdas pequefios, cuyo volumen de
muestra se encuentra entre los 5y 10 ml, tienen sus equivalentes a escalas mayores (hasta 1000
I/h), con lo cual los resultados pueden ser transferidos, en forma relativamente sencilla, de la

escala laboratorio a la industrial [4].

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se utilizé un homogeneizador a valvula de alta presion
o a dos etapas, en el que el fluido es introducido axialmente a través del asiento de la valvula,
para luego acelerarse radialmente en la pequeiia region comprendida entre la valvula y el
asiento (Figura 3.1). Una vez que el fluido deja este espacio, impacta contra el cabezal de la
valvula, saliendo del homogeneizador a presién atmosférica [4, 5]. La presidn alcanzada en el

equipo particularmente utilizado llega a un maximo de 1000 bar.

Presion de
valvula

Anillo de impacto

Espacio entre
lavalvulayel

asiento - . Producto

homogeneizado

o0
’l

Producto

n homogeneizar

Figura 3.1.Esquema de procesamiento mediante HAP. Homogeneizador a dos etapas. Adaptado de
Referencia [4]

Las variables del proceso que afectaran al tamafo promedio y la distribucion de tamafio de
particulas del producto obtenido incluyen: la presidon aplicada, el nimero de ciclos de

homogeneizacion al que se somete el producto y la dureza propia del IFA [1].
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Cuanto mayor sea la presion aplicada, mayor serd la velocidad que alcanza la suspension en la
ranura del homogeneizador, por lo que mayor serd la caida de presion estdtica en ella, el nUmero
de burbujas formadas y la energia disponible para reducir el tamafno de las particulas [1]. Sin
embargo, esta relacion no siempre resulta ser lineal. Durante un proceso de molienda, los
cristales se rompen en sus puntos débiles, es decir, en las imperfecciones. Con la disminucién
del tamafio de particula, el nimero de imperfecciones es cada vez menor, lo cual indicaria que
los cristales se vuelven cada vez mas perfectos. De esta manera, la fuerza requerida para romper
los cristales aumenta a medida que disminuye el tamafio de particula. Cuando el cristal se vuelve
casi perfecto, mayores presiones no tendrdn un efecto tan importante sobre el tamafio de las
particulas. Es decir, que la fuerza o energia requerida para romper los cristales parece aumentar
de manera exponencial [6]. En general, para la produccidn de nanocristales se utilizan presiones

entre 1000 y 1500 bar.

En lo que se refiere al nimero de ciclos de homogeneizacidn es importante sefialar que
normalmente es necesario aplicar un nimero de ciclos considerable, incluso superior a 10 o 20,
para conseguir nanocristales del tamafio requerido. Este hecho tiene su origen en que, a
consecuencia de la muy corta duracion (del orden de los milisegundos) del paso del producto a
través de la ranura del homogeneizador, |la energia generada no alcanza para fragmentar todas
las particulas de manera uniforme, por lo que resulta imprescindible la repeticion del ciclo [1].
Con la aplicacion reiterada de ciclos de homogeneizacién se consigue la progresiva
homogeneidad en el tamafio de los nanocristales [7]. Asimismo, como la velocidad de flujo en
la ranura es diferente entre las distintas zonas de la misma, siendo mayor en la zona central que
en las paredes, la rotura de las particulas es diferente en distintas posiciones de la ranura [7].
Con elincremento del nimero de ciclos, la probabilidad de que las particulas mas grandes pasen
por la zona de mayor energia es mayor, propiciando asi las condiciones para lograr su reduccién
de tamafio. Finalmente, el nimero de ciclos necesarios dependera de la dureza intrinseca del

farmaco y del tamafio de particula deseado.

La temperatura es otra variable a considerar, en lo que respecta a la calidad general del producto
final. Esta debe ser controlada, especialmente cuando se trabaja con farmacos termoldbiles, ya
gue se registra un aumento significativo de la temperatura durante el proceso de
homogeneizacién en si mismo. Para ello, en los homogeneizadores de pistdn, se puede disponer

de intercambiadores de calor que permiten una regulacion estricta de la temperatura de trabajo

[1].
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Un aspecto de crucial importancia a tener en cuenta durante la preparacion de NS es la
incorporacién de estabilizantes en el disefio de la formulacion. En la HAP, contrariamente a lo
gue sucede en otras metodologias, la naturaleza y concentracién del estabilizante no tiene
efecto sobre el tamano de particula alcanzado ni sobre la forma de la misma. Sin embargo, se
ha demostrado que posee un rol critico en la estabilidad fisica del sistema, a largo plazo,

retrasando o incluso evitando la agregacién de particulas [1].

Las nanoparticulas presentan una energia libre considerable, debido a su gran drea superficial,
por lo que, en ausencia de un estabilizante apropiado, esta energia puede inducir su
aglomeracion o agregacion. Las funciones principales de un agente estabilizante consisten en
prevenir la maduracion de Ostwald, la aglomeracién o la floculacién, con el fin de obtener una
formulacion fisicamente estable. Ademas, debe propiciar la humectacion de la superficie de las
particulas y proporcionarles una barrera, de tipo idnico o estérico [8]. Por su parte, el tipo y
cantidad de estabilizante utilizado no sdlo tiene un efecto significativo en la estabilidad fisica,
sino también sobre el comportamiento in vivo e in vitro de la NS [9]. En algunos casos resulta
necesaria una mezcla de agentes y mecanismos estabilizadores para obtener una NS dptima y
estable. En lo que respecta particularmente a la cantidad de estabilizante, la proporciéon
farmaco: estabilizante en una formulacién puede variar desde 1:20 a 20:1, y debe ser investigada

especificamente para cada caso en particular [9, 10].

Los estabilizantes mas frecuentemente utilizados en el disefio y desarrollo de NS pueden
agruparse en agentes surfactantes (iénicos y no idnicos) y poliméricos. Cada uno de ellos

ejercera la estabilizacién por diferentes mecanismos [11].

Los surfactantes idnicos estabilizardn a la formulacidn mediante su adsorcidn a la superficie de
la particula, a la cual le otorgan una determinada carga. Para mantener la electroneutralidad,
un numero igual de contraiones con carga opuesta rodea las particulas y se forma una doble
capa de carga neutra. Este mecanismo se denomina estabilizacion electrostdtica, y es la
repulsiéon mutua de estas dobles capas que rodean las diferentes particulas la que proporciona
la estabilidad. Por lo tanto, si el potencial eléctrico asociado con la doble capa es

suficientemente alto, la repulsién electrostatica entre las particulas impide su agregacién [11].

El mecanismo de estabilizacién de los agentes poliméricos, al igual que los surfactantes no
idnicos, se basa en efectos estéricos. La estabilizacién estérica se logra por la adhesion en la
superficie de la nanoparticula de macromoléculas del agente estabilizante. Por ejemplo, los
agentes estabilizantes estéricos de naturaleza polimérica, que poseen propiedades anfifilicas,

tienen en su estructura cadenas ramificadas que, al entrar en contacto con las cadenas de otras
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nanoparticulas, reducen las interacciones debido a un impedimento estérico [10]. Por todo lo
expuesto, ademas de la reduccidon del tamafio de particula, la HAP también logra una rapida
estabilizacidn de las particulas al permitir el contacto y la unidn de los agentes estabilizantes a

las superficies recién formadas [12, 13].

En esta Tesis se han seleccionado tres estabilizantes poliméricos para la formulacién de NS de
PZQ, ellos son P188, PVP K30 y MDX. Esta seleccion se llevd a cabo en base a los resultados
obtenidos durante ensayos preliminares de evaluacién de posibles agentes estabilizantes, que
involucraron, ademas de los excipientes finalmente seleccionados, povidona de otros grados de
polimerizacion (K17 y K90) e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), a diferentes concentraciones.
Estos agentes fueron finalmente descartados dado que se obtuvieron dispersiones de PZQ con
tamafios promedio de particula superiores a 1,5 um. Asimismo, se tuvieron en cuenta los buenos
resultados obtenidos con la utilizacion de P188, PVP y MDX, durante la aplicacidon de HAP sobre
otros farmacos, descriptos en literatura [14-16]. Por ultimo, es importante considerar que éstos
constituyen excipientes aprobados para su uso en pacientes pedidtricos, por lo cual son
considerados seguros en esta poblacién [17]. A continuacidn, se describirdn en detalle cada uno

de estos excipientes.

El Poloxamer es un copolimero en bloque anfifilico no idnico, compuesto por un bloque central
hidrofdbico derivado de éxidos de propileno (PPO, CsH¢0), rodeado por dos bloques hidrofilicos

derivados de dxidos de etileno (PEO, C;H40) [18]. Su estructura quimica se indica en la Figura

S A AL

= =B

3.2.

Figura 3.2. Estructura quimica de Poloxamer. Adaptado de Referencia [18]

En esta férmula, los subindices a y b representan nimeros enteros que controlan el peso
molecular y, por lo tanto, la viscosidad del polimero. Generalmente, a varia entre 10y 150,y b
entre 15y 75. La posibilidad de combinar bloques con diferentes pesos moleculares da lugar a
la formacién de diferentes polimeros identificados como 124, 188, 237, 338 y 407, que exhiben
una ligera diferencia en sus propiedades fisicoquimicas. La representacion comun de Poloxamer

se indica con una 'P' seguida por tres digitos, donde los dos primeros se multiplican por 100
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dando como resultado la masa molecular del PPO, y el dltimo digito se multiplica por 10 e indica

el contenido porcentual de PEO [19].

El P188 tiene un peso molecular promedio de 8600 g mol™. De acuerdo a su estructura, los
subindices a y b corresponden a 80 y 27 unidades, respectivamente [20]. En consecuencia, el
P188 es libremente soluble en agua. El P188 actlia adsorbiéndose fuertemente sobre la
superficie de las nanoparticulas hidrofébicas a través de las cadenas hidrofébicas de PPO,
mientras que las cadenas hidrofilicas de PEO rodean las particulas del farmaco generando un

impedimento estérico [21].

Debido a su naturaleza anfifilica, los poloxamers se utilizan en una variedad de aplicaciones en
productos farmacéuticos, tanto en formas sdélidas, liquidas como semisélidas. En formulaciones
liquidas, ademds de utilizarse como estabilizante para suspensiones, también se usan como
agentes emulsionantes y solubilizantes. La seleccidn del grado dependera de la naturaleza de la
aplicacion y del equilibrio necesario entre las porciones hidroéfilas y lipdfilas de la molécula
(equilibrio hidréfilo-lipdfilo, o HLB). Los poloxamers cubren un rango de valores de HLB de
aproximadamente 1 a 30. Valores altos de HLB indican un equilibrio mayormente hidréfilo, y
viceversa para valores bajos de HLB. En el caso de P188, éste presenta un HLB de 29. Ademas,
presenta algunas propiedades similares a los agentes de superficie (surfactantes) no iénicos,

dado que en solucién acuosa posee propiedades tensioactivas [22].

La poli (1-vinil-2-pyrrolidona), povidona, polivinilpirrolidona o PVP, es un polimero sintético que
se obtiene de la polimerizacion del radical N-vinilpirrolidona. Los diferentes grados de
polimerizacién dan lugar a polimeros de diferentes pesos moleculares. En general se
caracterizan por su viscosidad en solucién acuosa, relativa al agua, expresada como un valor K

gue puede estar entre el rango de 10 a 120 [23]. La estructura quimica se indica en la Figura 3.3.

CH—CH;

Figura 3.3. Estructura quimica de Povidona. Adaptado de referencia [23].

86



La PVP es libremente soluble en agua. Se usa principalmente en formas farmacéuticas sdlidas,
como aglutinante y desintegrante, pero también es ampliamente utilizada como agente
suspensor en formulaciones liquidas. En las suspensiones, la PVP se adsorberd sobre la superficie
de las particulas suspendidas, estabilizando el sistema a través de un efecto estérico [22]. Se ha
demostrado que mejora la disolucién de farmacos pobremente solubles, ademds de ser un

excipiente considerado seguro y no toéxico [23].

Las maltodextrinas son agentes estabilizantes que se obtienen por hidrdlisis parcial (acida o
enzimatica) del almidon [24]. Usualmente se clasifican de acuerdo a su grado de hidrdlisis,
expresado como dextrosa equivalente, por lo que este valor se encuentra estrechamente
relacionado con su peso molecular [25]. Estd conformada por una mezcla de polimeros
consistente en unidades de D-glucosa, con un valor de dextrosa equivalente inferior a 20, unidas
primariamente por enlaces a-(1 = 4), y con segmentos ramificados unidos por enlaces a-(1 -

6) (Figura 3.4) [24, 26].

(a) (b)

Figura 3.4. Estructura quimica de la maltodextrina: a) cadena lineal de dos unidades de glucopiranosa; b)
ramificaciones sobre la cadena lineal. Adaptado de Referencia [24].

La MDX es libremente soluble en agua y es un sacarido nutritivo, que no aporta sabor dulce. En
las suspensiones, las MDX funcionan aumentando la viscosidad de la fase acuosa continuay, por

lo tanto, enlentecen la sedimentacion de la fase dispersa [22].

3.2. Formulaciones

Considerando los antecedentes que demuestran la utilidad de P188 para la obtencidon de NSy
los resultados obtenidos en los estudios preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio, se
selecciond este agente estabilizante para el disefio y desarrollo de NS, ya sea como excipiente

Unico a distintas concentraciones o en mezclas binarias asociado a PVP o MDX (Tabla 3.1.) [27-
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30]. En los casos de uso de mezclas binarias, las formulaciones se elaboraron a una

concentracion final de solucidn estabilizante al 1% (p/v).

Tabla 3.1. Composicidn de las distintas formulaciones

Formulacion Composicion Porcentaje (%)
F1 P188 0,25

F2 P188 0,50

F3 P188 1,00

F4 P188 — PVP 0,50-10,50

F5 P188 — MDX 0,50-10,50

3.3. Resultados

3.3.1. Efecto de las soluciones estabilizantes sobre propiedades de PZQ, criticas para el

desarrollo de NS
3.3.1.1. Efecto sobre la solubilidad de PZQ

La solubilidad de PZQ en agua y en las diferentes soluciones estabilizantes se realizé segun lo

descripto en la seccién 2.2.1.1.

La solubilidad de PZQ en agua a 40 °C fue de 0,332 + 0,018 mg/mL. Por su parte, los resultados
de solubilidad del PZQ disperso en las distintas soluciones estabilizantes fueron 0,317 + 0,013
mg/mL (P188 0,25%), 0,326 + 0,002 (P188 0,5%), 0,336 + 0,019 (P188 1%), 0,421 + 0,012 (mezcla
binaria P188-PVP) y 0,367 + 0,016 (P188-MDX). De acuerdo a los resultados enunciados, se
puede concluir que los excipientes utilizados no tienen un marcado efecto sobre la solubilidad
del farmaco. Esto reviste importancia en la formulacidn de las NS, dado que los excipientes no
deben modificar en gran medida la solubilidad del IFA, a fin de evitar inestabilidades fisicas tales
como aglomeraciéon y/o maduracién de Ostwald [31]. Ademads, un farmaco que es soluble en
presencia del estabilizante también podria llegar a formar una dispersion sdélida amorfa en la

interfaz de las NS formuladas, una vez que éstas sean secadas [32, 33].
3.3.1.2. Efecto sobre el mojado de PZQ

Esta propiedad se describe como la habilidad de una superficie sélida para ser mojada por un
liquido y, en general, se caracteriza en términos del angulo de contacto. Este se define como el
angulo entre la superficie del sélido de interés y la tangente de una gota del liquido en la

interseccion de las interfaces gas - liquido y liquido — sélido, y es una medida cuantitativa de la
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humectacién de un sélido por un liquido [34]. En la seccidn 2.2.1.2 se han descripto los detalles

metodolégicos para llevar a cabo esta determinacién.

La mojabilidad (humectabilidad) de un polvo es una propiedad de gran interés, ya que esta
relacionada a diversos problemas practicos, tales como la dispersabilidad del polvo en un medio

liquido y la correcta seleccion de un material liquido para recubrir o granular un polvo [34].

El objetivo de esta determinacién fue evaluar la influencia de los agentes estabilizantes
seleccionados sobre la capacidad de mojado del PZQ. Los resultados del dngulo de contacto se
redujeron de un valor inicial de 65,02°+1,80, en agua pura, a valores en el rango entre
51,75°+0,61 y 45,36°+1,42 cuando se agregd P188 en sus tres concentraciones, siendo este
efecto mas notorio al aumentar la concentracidn del agente estabilizante. Por otro lado, cuando
se anadid la mezcla de P188-PVP y P188-MDX, los resultados de dngulo de contacto fueron
46,62°+1,62 y 52,3810,63°, respectivamente. Estos resultados demuestran la adecuada
capacidad humectante de estas mezclas estabilizantes, principalmente debido a la presencia de
P188. Es bien sabido que los tensioactivos, como es el caso del P188, disminuyen la tensidn
interfacial solido/liquido cuando se adsorben en las superficies de las particulas, reduciendo el
angulo de contacto y mejorando asi la humectabilidad de los farmacos hidréfobos [35, 36]. Estos
resultados estan en concordancia con los datos obtenidos en la determinacidn de solubilidad
(ver seccién 3.3.1.1), donde se observa un ligero aumento de la solubilidad del PZQ disperso en
estas soluciones estabilizantes, en comparacidn con el agua, probablemente debido a la mejora

en la humectabilidad del farmaco [37].
3.3.1.3. Efecto sobre el tamaiio de particula de PZQ

La reduccidn del tamafio de particula por un método de molienda es un proceso algo mds
complejo que los procesos de precipitacién, ya que estan involucrados diversos fenémenos,
tales como la fractura de los cristales, la adsorcidon y desorcion de los polimeros sobre la
superficie del farmaco y la agregacion y segregacion de las particulas. Por lo tanto, no es posible
encontrar una regla simple que sirva de guia para la seleccion de un estabilizante apropiado para
un farmaco especifico, aplicable a procesos top-down. Es decir, las pruebas de eficacia para la
seleccidn de los agentes estabilizantes todavia se realizan a modo de prueba y error, debido a la

escasa comprension sistematica disponible en este drea de investigacion [10, 38, 39].

El tamafio de particula promedio de PZQ (como materia prima), medido segun lo enunciado en
la seccion 2.2.4.1, fue de 45,10 + 5,74 um, asociado a un valor de span de 7,20, lo cual indica

una amplia distribucién de tamanos. Luego de 60 ciclos de homogeneizacién, se obtuvo una
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reduccidn significativa del tamano de particula de PZQ, tal como se muestra en la Tabla 3.2. Para
seleccionar el numero de ciclos adecuado, y lograr asi una dispersién de nanoparticulas lo mas
homogénea posible, se tomaron alicuotas a los 20, 40 y 60 ciclos. Si bien luego de 20 ciclos de
HAP las particulas registraron una importante reduccion del tamafio, encontrdndose en el rango
nanométrico, la polidispersidad resulté demasiado alta, manteniéndose esta situacién aun luego
de 40 ciclos de procesamiento (datos no mostrados). Por lo tanto, se decidié tomar como Unico
punto de muestreo para el estudio de distribucion de tamafio, a las NS luego de 60 ciclos de
HAP. Estas observaciones se podrian relacionar con la forma alargada de la particula (Ver Seccion
3.3.2.1), enla que una misma particula necesitaria varios ciclos de homogeneizacidn para reducir

y homogeneizar su tamafio [40].

Tabla 3.2. Distribucion de tamafio de particulas de las distintas formulaciones

Formulacién Dso (um) Dso (m) Dss (um) Das/Zsie(um)®  span/IPD?
PZQ puro 18,01 +0,76 136,62 + 29,95 - 45,10+ 5,74 7,20

F1 1,03 £0, 10 1,27+0,12 2,34+0,21 1,17+0,24 0,54+0,1

F2 0,80+ 0,09 1,01+0,01 1,19+0, 11 0,84+ 0,09 0,31+0,02

F3 0,79 £ 0,09 1,09+0,10 1,21+0,10 0,84 + 0,07 0,25+ 0,05

F4 0,83 +£ 0,06 1,06 + 0,08 1,13+0,10 0,86 +0,07 0,27 £ 0,05

F5 0,89 £ 0,07 1,14+ 0,08 1,21+0,22 0,91+0,10 0,30+0,09

2El pardmetro medido corresponde a la técnica utilizada en cada caso (D43 y span, en el caso de DL; Zg,e €
IPD, en el caso de ECF)

Como se puede observar en la Tabla 3.2, la distribucidon de tamafio de particulas y sus valores
promedio fueron muy similares entre las diferentes formulaciones evaluadas, a excepcién de la
F1 que evidencié los mayores tamanos y su valor de Zs.. superd incluso el rango nanométrico.
Estos resultados estan en buen acuerdo con los aspectos tedricos enunciados para la técnica
aplicada, que indican que la naturaleza y concentracidn de los agentes estabilizantes no afectaria
la disminucién del tamafio de particula [1]. Segun una definicidn mas estricta, una formulaciéon
debe tener un valor de Dsg inferior a 1 um y un Dgp menor a 2,5 um, para clasificarse como una
NS [41, 42]. En consecuencia, todas las formulaciones desarrolladas, a excepcién de F1, pueden
ser consideradas NS. En el caso de la F2, ésta resultd ser muy inestable desde el punto de vista
fisico, dado que dentro de las 24 horas de formulada se desarrollé un precipitado (no
redispersable facilmente mediante agitacion manual), indicando que la concentracién de
estabilizante resultd ineficiente. En el caso de la F3, se obtuvo un producto con adecuada
distribucién de tamafio de particulas, sin la formacién de precipitado visible, en el tiempo de

reposo. Sin embargo, la utilizacién de P188 al 1 % como Unico agente estabilizante provocé la
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formacion de una excesiva cantidad de espuma en el sistema, lo que dificulté en gran medida el
procesamiento mediante HAP y la posterior manipulacion de la formulacién. Por ello, el hecho
de reemplazar parte de este excipiente por otro estabilizante polimérico (PVP y MDX),
conservando la concentracidn total de solucion estabilizante en un 1 % (p/v) seria un planteo

interesante para evitar este inconveniente manteniendo tamafos nanométricos.

El agregado de PVP y MDX, en reemplazo de parte del P188, permitid obtener tamafos de
particulas similares entre si (F4 y F5), y con las formulaciones F2 y F3 (Tabla 3.2). Sin embargo,
la formulacién F4 mostré un menor tamafio promedio y una distribucion de tamafio de
particulas mas homogénea (menor IPD). Las interacciones especificas entre grupos funcionales
del farmaco y los excipientes tienen un rol muy importante en la estabilizacion [21]. En este
sentido, la superficie hidrofébica de PZQ, que ademads no presenta ningun grupo funcional polar,
parece ser ideal para que la PVP se adsorba fisicamente y provoque la estabilizacidén estérica
esperada, dado que no se forman enlaces de hidrégeno fuertes, sino que predominan las fuerzas

débiles de interaccién de Van der Waals [21].

En base a los resultados obtenidos, es posible concluir que una concentracién del 1 % (p/v) de
una mezcla de excipientes poliméricos resulté suficiente para lograr reducir el tamafio de
particula de PZQ a escala nanométrica, y obtener NS con una distribucién de tamafio de
particulas homogénea y adecuada para su manipulacién. En consecuencia, tanto la F4 como la
F5 fueron posteriormente caracterizadas en términos de morfologia, potencial zeta,

interacciones quimicas, cristalinidad y disolucion in vitro.
3.3.2. Caracterizacion de las NS seleccionadas
3.3.2.1. Morfologia de las particulas

La MEB es una herramienta sumamente util para distinguir si han ocurrido cambios
morfoldgicos en los sistemas desarrollados, luego de la aplicacion de la metodologia de HAP.
Mediante esta técnica se evalud la morfologia de las particulas de PZQ (materia prima, pre-
tratamiento), los excipientes puros, las MF y las NS F4 y F5 obtenidas previamente (Figuras 3.5

a3.8)
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Figura 3.5. Micrografias de PZQ a distintas magnificaciones (a) 1000x y (b) 4000x

Como puede verse en la Figura 3.5, el PZQ (sin tratamiento) estd compuesto por particulas
aciculares, prismaticas, de superficie estriada y bordes filosos. El tamafio obtenido se
corresponde con el obtenido mediante DL (ver Tabla 3.2), observdndose tamafios de
aproximadamente 30 micras de largo y 5 micras de didmetro, y una amplia distribucién de
tamafio de particulas. Cabe destacar que esta forma de particulas presenta numerosas
desventajas, tanto para la manipulacion del polvo (e.g. flujo, [43]) como para el procesamiento
de reduccion del tamafio de particula [40]. Por su parte, PVP, P188 y MDX (materia prima)
exhibieron morfologias esféricas, con tamafios de particula mayores respecto al farmaco (Figura
3.6). Estos resultados se hallan en total concordancia con la morfologia descripta en literatura

para estos excipientes [18, 23, 24, 45].
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Figura 3.6. Micrografias de los excipientes: (a) PVP (3000x), (b) P188 (1700x) y (c) MDX (3000x)

Las figuras 3.7.ay 3.7.b muestran la morfologia de las MF correspondientes a las formulaciones
F4y F5, respectivamente, las cuales resultaron ser muy similares entre si, dada la esfericidad de
los distintos excipientes. Alli puede observarse cémo la mayoria de las particulas de PZQ se
adsorben sobre la superficie de los polimeros, quedando muy pequefia cantidad de particulas

aisladas.

Figura 3.7. Micrografias de las MF (3000x): (a) MF correspondiente a F4 y (b) MF correspondiente a F5
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Las figuras 3.8.a y 3.8.b muestran la morfologia de las NS F4 y F5, respectivamente. De manera
general, se puede observar en ambos casos una importante reduccién en el tamafio de las
particulas, en comparacion con el tamafno original, y en concordancia con los resultados
expuestos en la Tabla 3.2. Si bien se observa una amplia distribuciéon de tamafio de particulas en
las micrografias, mds del 95 % de la poblacidn de particulas se encontré por debajo de 1132,7
nm y 1214,0 nm para F4 y F5, respectivamente (Tabla 3.2). Es decir, aunque se obtuvo una
distribucién de tamafio amplia, la mayoria de las particulas de PZQ midieron alrededor de 1 um.
Ademads, se observa que la muestra estd constituida por particulas primarias, de tamafio
micrométrico y sub-micrométrico. Sin embargo, y como era de esperar, la forma prismatica fue
conservada, aunque también se observan algunas particulas de forma cubica. De esta manera
se confirma que la HAP no modifica significativamente la morfologia de las particulas de PZQ, de
forma similar a lo descripto por Miiller y Peter [12]. Dado que las particulas son alargadas,
algunas de ellas resultan ser nanométricas en una sola dimensién. Esto se podria atribuir a que
en algunas particulas, la direccion de la fractura es principalmente longitudinal (lo cual depende
de la estructura del cristal, [40] o que durante el procesamiento se dificulta el paso de las

particulas mas alargadas por la ranura estrecha, teniendo menos chances de romperse.

Figura 3.8. Micrografias de NS (20000x): (a) F4 y (b) F5

En conclusidn, se establece que para el caso de PZQ, el proceso de HAP no ha provocado cambios
morfolégicos significativos en las particulas, pero si ha logrado disminuir su tamafio al rango

nanomeétrico y obtener asi NS con apropiada homogeneidad en la distribucién de tales tamafios.
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3.3.2.2. Potencial Zeta

La determinacién del potencial zeta de una NS permite conocer la carga superficial de las
nanoparticulas y proveer asi una nocidon sobre su estabilidad, desde el punto de vista
electrostatico. Este parametro depende fundamentalmente de los componentes de la
formulacion, y estd determinado por la naturaleza quimica que conforma la superficie de las
nanoparticulas y el/los componente/s del medio que las rodea. Se han establecido valores
minimos de potencial zeta de -30 mV para NS estabilizadas electrostaticamente y de -20 mV

para aquellas estabilizadas estéricamente [46].

Las mediciones de potencial zeta de las NS formuladas se llevaron a cabo segun lo enunciado en
la seccion 2.2.4.2, halldndose valores negativos promedio de -20,8 mV y -19,9 mV para F4 y F5,
respectivamente. En consecuencia, se confirma la estabilizacion del sistema por mecanismos

estéricos propuesta para los excipientes utilizados.

Los valores negativos de estos resultados resultan adecuados porque, aunque las moléculas que
conforman la NS no tienen carga, existe una densidad de carga negativa por la presencia de
grupos OH en las moléculas de P188 y MDX. Esto hace que los contraiones sean positivos y la
carga de la capa siguiente sea negativa. Por lo tanto, el potencial zeta, que es la diferencia entre
esas dos Ultimas capas, resulta negativo. Ademas, la utilizacion de polimeros de alto peso
molecular para la estabilizacion de nanoparticulas hace que el plano de corte se desplace, dando

como resultado una disminucidn en el potencial zeta [47].

A medida que los estabilizantes poliméricos no idnicos se adsorben sobre la superficie de las
nanoparticulas, su alta concentracién superficial y la extensién de las cadenas hidrofilicas en la
fase acuosa, aumentan el grosor de la capa de polimero adsorbido. Esto produce una
disminucion en el potencial zeta, al mismo tiempo que estabiliza las NS por impedimento
estérico. Por lo tanto, tanto la hidrofobicidad como la hidrofilia de los estabilizantes poliméricos
no iénicos son esenciales para obtener una adsorciéon estable del polimero sobre las

nanoparticulas [48].

3.3.2.3. Caracterizacion por FT-IR

Para caracterizar a nivel molecular los materiales procesados, se obtuvieron los espectros FT-IR
de las NS F4 y F5, los cuales se compararon con los materiales puros y sus correspondientes MF,
segln lo enunciado en la seccion 2.2.4.6. El objetivo de este andlisis radica en analizar si el

proceso de HAP es capaz de provocar cambios del PZQ a nivel molecular e identificar posibles
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interacciones en el estado sélido. Los espectros FT-IR obtenidos se detallan en las figuras 3.9 y

3.10.

En el caso de PZQ materia prima, se encontraron bandas de absorcién en la regién de 2933 -
2849 cm™, que reflejan las deformaciones axiales simétricas y asimétricas de CH,, CHs. En la
region de 1650 - 1600 cm™ se observa una multibanda, que corresponde a las vibraciones de
flexiéon del grupo funcional amida. En particular, una banda intensa con dos picos separados e
iguales a 1619 cm™y 1645 cm™ corresponden a las vibraciones de estiramiento C=0y C-N de los
dos grupos de la amida terciaria. Estos resultados estdn en buen acuerdo con aquellos
reportados en literatura [49-51]. Ademas, |la observacidn de picos en la regidn de la huella digital
por debajo de 1500 cm™, asi como la ausencia del pico caracteristico en la regién 3300-3700 cm”

! confirmaron la presencia de la forma racémica del farmaco [52].

Por su parte, el espectro FT-IR de P188 exhibié bandas caracteristicas a 3484, 2888y 1114 cm™,

debido a la flexiéon de los grupos O-H, C-H y C-O, respectivamente [53].

1

El espectro IR de PVP se identific6 mediante picos de absorciéon a 1645, 1465 y 3000 cm -,
correspondientes a las bandas de estiramiento del grupo C = O, a la banda de absorciéon del
grupo N-H, y a la banda de estiramiento C-H, respectivamente [54]. Dada la higroscopicidad de
la PVP, se observé una banda muy ancha a 3487 cm™ que se atribuyd a la presencia de agua

[55].

En el caso de la MDX, el espectro mostré una banda ancha de vibracién a 3400 cm™,
caracteristica de los grupos O-H, y picos en sus regiones tipicas a 1144, 1048, 985 y 931 cm™ que

se atribuyen a los enlaces C-O [56].

Como se puede observar en las figuras 3.9 y 3.10, los espectros FT-IR de las MF corresponden
practicamente a la suma de los espectros de cada componente por separado, sugiriendo la
ausencia de interacciones entre el fdrmaco y los excipientes. De la misma manera, los espectros
FT-IR de las NS fueron casi completamente superponibles a su correspondiente MF, indicando
qgue el procesamiento por HAP no provocd ninguna modificacién quimica del PZQ ni de los
estabilizantes. Esto concuerda con los resultados obtenidos por otros investigadores, quienes

evidenciaron la ausencia de interacciones entre PZQ-PVP y PZQ-P188 [50, 57].

En conclusidn, los resultados de este estudio sugieren que no ocurrieron interacciones

moleculares que pudieran alterar la estructura quimica del PZQ.
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Figura 3.9. Espectros FT-IR correspondiente a F4
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Figura 3.10. Espectros FT-IR correspondiente a F5
3.3.2.4. Andlisis Térmico

El comportamiento térmico de las mismas muestras se evalué mediante CDB, segln lo
enunciado en la seccion 2.2.4.4. La Tabla 3.3 muestra los resultados de temperatura y entalpia
de fusion del PZQ, correspondientes tanto a la materia prima como a las distintas formulaciones

(MFy NS).
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Tabla 3.3. Comportamiento térmico de los materiales puros, las MF y las NS.

Muestra TemP'eratura de inicio (1e la d:_u:zt; ‘(j: fu;i:";) OH; de PZQ Cootal
fusion de PZQ (Tonset) (°C) peak /e (%)°

PzQ 139,4 144,2 100,9 100
MF (F4) 127,1 136,4 25,2 50,0
MF (F5) 123,5 132,7 39,2 77,7
NS (F4) 126,3 133,9 23,8 47,2
NS (F5) 126,7 133,8 36,1 71,6

2 Entalpia de Fusion de PZQ. Se expresa como J/g de muestra analizada
b Cristalinidad relativa del farmaco

Complementariamente, en la Figura 3.11 se muestran los termogramas de todas las muestras
estudiadas. El termograma de PZQ como materia prima (Figura 3.11e y Tabla 3.3) exhibié un
Unico pico endotérmico a 144,2 °C, correspondiente a la fusidén del mismo, indicando asimismo
un comportamiento cristalino. Este resultado coincide con el informado en literatura [50, 52,

58].
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Figura 3.11. Comportamiento térmico de (a) NS F4, (b) NS F5, (c) MF F4, (d) MF F5, (e) PZQ materia prima,
(f) P188, (g) MDX y (h) PVP, (u.a. unidades arbitrarias)

Por su parte, el P188 exhibid un pico endotérmico a 57,6 °C que se atribuye a la fusién del mismo
(Figura 3.11f), mientras que la PVP mostré un evento de transicion vitrea a aproximadamente

166,0 °C (temperatura que surge al ampliar la curva que se presenta en la Figura 3.11h). Ambos
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eventos estan de acuerdo con los descriptos en la literatura [44, 59]. El termograma de la MDX
(Figura 3.11g) no mostrd ningln evento significativo, en el rango de temperatura de 30 a 200 °C

[60].

En el caso de F4, la MF (Figura 3.11c) exhibié dos eventos térmicos, correspondientes a los
puntos de fusion de P188 y PZQ, a 51,2 ° Cy 136,4 ° C, respectivamente (Tabla 3.3). En el caso
de las NS de igual composicidn, se observaron los mismos picos a aproximadamente las mismas
temperaturas (52,5 °C y 133,9 °C), asociadas a la fusién del P188 y el PZQ, respectivamente
(Figura 3.11ay Tabla 3.3). Para F5, tanto la MF (Figura 3.11d) como la NS (Figura 3.11b) también
registraron dos eventos térmicos, correspondientes a los picos de fusién del P188 (51,3 °C) y del
PzQ (132,7 / 133,8 °C), segln puede observarse en la Tabla 3.3. Dado que en ambos casos (F4 y
F5) se evidencio la endoterma de fusidn, se confirma la conservacién de la estructura cristalina
del PZQ en las NS formuladas. Sin embargo, el punto de fusiéon de PZQ, tanto en las MF como en
las NS, se registré a una temperatura ligeramente menor que en la materia prima. Esto podria
deberse a una disminucién en la pureza de los componentes individuales y, en el caso particular
de las NS, a la reduccidn del tamafio de particula segin lo predicho por la ecuacién de Gibbs-

Thomson [61-64].

Como se observa en la Tabla 3.3, los valores de entalpia correspondientes a la endoterma de
fusion del PZQ en la formulacidon F4 (tanto MF como NS) resultaron ser significativamente
menores respecto al resultado del PZQ materia prima. Asi, mediante la comparacion del area
bajo la curva del pico de fusién del PZQ, se pudo calcular la cristalinidad relativa del farmaco en
los sistemas respecto a la materia prima (Ciotal), €ncontrandose resultados de 50,0 y 47,2 % de
cristalinidad para la MF y NS de F4, respectivamente. Este comportamiento podria atribuirse a
dos factores. Por un lado, la presencia del P188, el cual al fundirse a una temperatura menor
gue el farmaco, podria ocasionar que parte del mismo se solubilice en el fundido [65, 66]. Por
otro lado, esta relativa pérdida de cristalinidad concuerda con las observaciones realizadas por
otros investigadores, trabajando con éste y otros sistemas y métodos de procesamiento,
qguienes describen que la PVP tiene la capacidad de promover la formacién de fases amorfas e
inhibir el crecimiento de cristales [45, 65, 67-69]. En otras palabras, la miscibilidad entre el P188
y la PVP en el estado sélido es muy baja, debido a la incapacidad de formar enlaces (e.g. puentes
hidrégeno) entre ambos, dada la escasa disponibilidad de grupos hidroxilo del P188 capaces de
interaccionar con los grupos carbonilo de la PVP. Por lo cual, en fase sélida, el P188 mantiene su
estado cristalino en presencia de la PVP amorfa. Una vez alcanzada la temperatura de fusion del
P188, esto podria ocasionar la disolucidon parcial del farmaco en el fundido y que dicho polimero

comience a interactuar con la PVP, actuando como plastificante [65, 70]. No obstante, es
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importante destacar que los sistemas nanoparticulados obtenidos no evidencian una
amorfizaciéon completa luego del proceso de elaboracién, manteniéndose aun cristalinos (tal

como se discutird en la seccién 3.3.2.5).

3.3.2.5. Caracterizacion cristalografica

Con el objetivo de confirmar la ausencia de cambios cristalinos en el PZQ, asociados a su
procesamiento para la obtencién de las NS, en esta seccidén se presentan los resultados del
analisis cristalografico de las mismas muestras ya examinadas. Las condiciones experimentales

fueron expuestas en la seccion 2.2.4.5.

En la Figura 3.12 se presentan los difractogramas de los diferentes componentes individuales de
las formulaciones desarrolladas. Como alli se puede observar, el PZQ posee una estructura
cristalina, presentando dos picos dobles a 6,5° y 8,5°, y picos de alta intensidad a 4,0°, 15,4°,
16,5° y 20,0°. La posicién e intensidad de las reflexiones se encuentran acordes a datos

previamente publicados, y confirman la presencia de la mezcla racémica de PZQ [52, 71].

Por su parte, P188 presentd también un estado cristalino, con dos picos caracteristicos a,
aproximadamente, 19° y 23° (Figura 3.12). Los agentes estabilizantes PVP y MDX mostraron, en
cambio, un patrén de difraccién amorfo, con ausencia de picos (Figura 3.12). Estos datos estan
en buen acuerdo con los resultados reportados previamente en literatura [44, 59, 60], y todos

coinciden con las observaciones derivadas del andlisis por CDB.
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Figura 3.12. Difractogramas de los materiales puros

En la Figura 3.13 se presentan los difractogramas de PZQ materia prima, las NS F4 y F5, y sus
correspondientes MF. En este caso, los difractogramas fuero normalizados con el fin de

evidenciar la elevaciéon de la linea de base en cada muestra analizada. El patrén de difraccion
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caracteristico de PZQ se halla conservado, tanto en las MF como en las NS, observandose

ademas los picos caracteristicos del P188 en todos los sistemas evaluados (Figuras 3.13a y
3.13b).
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Figura 3.13. Difractogramas de MF y NS correspondientes a (a) F4y (b) F5

En la técnica de difraccion de rayos X es posible evaluar la pérdida de cristalinidad de una
muestra a través de la observacién del ancho de los picos. Concretamente, los picos se
ensanchan cuando la red no se encuentra bien definida. En el caso extremo de un material
amorfo, los picos desaparecen, y lo que se obtienen son curvas muy débiles, sin picos definidos.
En las muestras analizadas, se observa un ensanchamiento de los picos, tanto para la mezcla
fisica como para las NS de ambas formulaciones. De esta manera, si bien existe una relativa
pérdida de cristalinidad, se puede indicar la coexistencia de una fase cristalina y una amorfa,

siendo la primera la que se encuentra en mayor proporcion. Esto reviste gran importancia desde
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el punto de vista de la estabilidad de las formulaciones desarrolladas, dado que la posible
aparicidon de un estado amorfo traeria aparejado una mayor inestabilidad [72]. Con el tiempo,
las particulas amorfas de alta energia suelen transferirse a un estado cristalino de menor energia
y mayor estabilidad, dependiendo este proceso también de la temperatura, el tipo de
estabilizante utilizado y la coexistencia de la forma cristalina [73]. Ademads, para evitar
problemas de estabilidad, son en general preferibles las particulas cristalinas, considerando la
mayor movilidad del farmaco en fases amorfas [74]. Por estas razones, las formulaciones

desarrolladas poseen una ventaja significativa.
3.3.2.6. Disolucion in vitro

La Figura 3.14 presenta los perfiles de disolucion del PZQ materia prima, las MF y NS, obtenidos
segln lo expuesto en la seccidn 2.2.4.8. Como se puede ver en dicha figura, el PZQ se disuelve
en muy pequefia proporcién durante los 60 minutos de duracién del ensayo, alcanzando un
porcentaje de disolucién promedio maximo del 18 %. En el caso de las MF, éstas mejoraron el
perfil de disolucidn de PZQ, con respecto al fdrmaco puro, alcanzando porcentajes de disoluciéon
de 33y 25 % luego de los 60 minutos, para F4 y F5, respectivamente. Estos resultados estan en
concordancia con aquellos obtenidos en la seccion 3.3.1.2 (Mojado), donde se puso en evidencia
que los excipientes favorecen la humectabilidad del farmaco, mejorando, en parte, su

desempefiio de disolucién [75].

En el caso de las NS, éstas mejoraron significativamente el perfil de disolucidon de PZQ, con
respecto al fdrmaco puro y las MF. En tanto, entre ambas formulaciones también se observaron
diferencias. Mientras que la formulacién F5 alcanzd a los 60 minutos un porcentaje de farmaco
disuelto de 75 %, la formulacidn F4 logré un porcentaje cercano al 90 %, demostrando mejor

desempefio de ésta uUltima con respecto a la primera.
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Figura 3.14. Perfiles de disolucién de PZQ materia prima, F4y F5.

Los perfiles de disolucion se ajustaron a modelos cinéticos, seglin lo descripto en la seccién
2.2.4.8, hallandose los mejores coeficientes de ajuste para una cinética de tipo Weibull. En la
Tabla 3.4 pueden observarse los resultados de ED y del ajuste de los perfiles al modelo cinético
de Weibull, asi como los valores de « y 3 (parametros caracteristicos de este modelo) obtenidos
para ambas formulaciones. Es importante destacar que el modelo de Weibull es una funcién que
puede ser aplicada exitosamente a la mayoria de los perfiles de disolucién, a pesar de que

presenta ciertas deficiencias considerando que se trata de un modelo empirico [76].

Tabla 3.4. Resultados del ajuste de los perfiles de disolucién al modelo cinético de Weibull y de ED

Muestra R%; AIC MSC a B ED (%)
F4 0,9509 8,72 2,42 0,77+0,16 0,13+0,06 78,99 2,87
F5 0,9811 8,76 3,38 0,87+0,07 0,14+0,03 63,88x+7,60

Referencias: R%,; (coeficiente de determinacién ajustado), AIC (criterio de informacién de Akaike), MSC
(criterio de seleccién del modelo), E.D. (eficiencia de disolucidn)

Cabe destacar que no se hallaron diferencias significativas entre los valores de los parametros
que caracterizan la cinética de Weibull, « (p=0,3762) y B (p=0,0629), de las formulaciones
evaluadas. Sin embargo, al comparar los perfiles mediante la determinacion del rendimiento del
proceso, en términos de ED (seglin lo descripto en 2.2.4.8), se registraron diferencias
significativas (p=0,0323) entre F4 y F5, siendo la formulacién con mayor rendimiento de

disolucioén la desarrollada con PVP (Tabla 3.4).
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La modificacién de variables cruciales durante el desarrollo de las NS, tales como un aumento
de la solubilidad de saturacién del farmaco y la reduccién del tamaino de particula per se,
conducirdn a la mejora de la velocidad de disolucién del fadrmaco y del rendimiento del proceso,
como se refleja en la ecuacion de Noyes-Whitney [77]. Por lo tanto, la mejorada disolucién
registrada para las NS de PZQ desarrolladas en este trabajo de Tesis podria atribuirse al tamafio
reducido de particula, asociado con un mayor area superficial expuesta y un mejor contacto
entre el IFA y el medio de disolucién, como se confirmd anteriormente y en concordancia con lo

descripto en literatura [78-80].

Ademas, el habito cristalino podria tener un efecto significativo sobre el comportamiento de
disolucién in vitro. Segun lo descripto por Mengran Guo et al., los nanocristales con formas
cilindricas revelan una mayor biodisponibilidad y disolucién in vitro que los cristales con formas
esféricas, debido al area de superficie mas grande y al pequefio espesor de la capa de difusiéon
exhibido por los primeros [81]. Como ya se menciond en la seccion 3.3.2.1., la morfologia de las
nanoparticulas de PZQ resultd ser mayormente alargada, con observacién de algunas particulas

cubicas.

En conclusién, cabe destacar que la mejora en la disolucidn observada podria atribuirse a la
conjuncidon de las variables ya expuestas (reducido tamafio de particula, mejora en la
humectabilidad del fdrmaco y coexistencia de una fase cristalina con cierta proporcion de fase
amorfa), siendo mas significativa la contribucién de estas variables en el caso de F4. Finalmente,
es importante mencionar que, en comparacidon con otras formulaciones descritas en la
literatura, la mejora significativa en la velocidad de disolucién de PZQ se logré utilizando una
metodologia simple, de un Unico paso, libre de solventes organicos y con posibilidad de escalado

industrial [45, 50, 82].

3.4. Conclusiones

Mediante el uso de HAP, se logré obtener dos sistemas nanoparticulados conteniendo PZQ, con
adecuados atributos para su administracion por via oral. Esta técnica demostrd ser un proceso
robusto y simple para la reduccidon del tamafo de particula, de un Unico paso y sin uso de
solventes orgdnicos. Se logré una significativa mejora tanto en la velocidad de disolucion como
en la cantidad final disuelta de PZQ, comparado con el farmaco sin tratamiento y las
correspondientes MF. Ademas, se conservo parcialmente el estado cristalino del PZQ luego del

proceso de HAP, lo cual constituye un factor importante a tener en cuenta para las
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caracteristicas de estabilidad de la formulaciéon. Vale la pena destacar que se lograron perfiles
de disolucidn significativamente mejorados, incluso manteniendo cierto grado de cristalinidad

del PZQ.

Teniendo en cuenta estos resultados de modo integral y priorizando el comportamiento de
disolucidn, se selecciona la formulacién F4 para el desarrollo de formulaciones farmacéuticas

pediatricas.
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CAPITULO 4

Desarrollo y  caracterizacion de  polvos
nanocompuestos obtenidos mediante Secado por
Atomizacion
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4.1. Introduccion

Como se ha senalado previamente, la principal ventaja de los sistemas nanométricos destinados
a la administracién oral es su mejorada solubilidad y velocidad de disolucion, que se origina a
partir del drea superficial aumentada. Sin embargo, las NS liquidas estdn cominmente asociadas
a eventos de inestabilidad fisica que incluyen sedimentacién, cremado, crecimiento de cristales
y/o agregacion, que afectan fundamentalmente la exactitud de dosis y la disolucion del farmaco

11, 2].

La transformacidn de las NS en un producto sélido constituye una de las principales formas de
solucionar tales problemas de estabilidad [3]. El polvo obtenido a partir de una NS constituye un
producto versatil, dado que se puede utilizar como tal, reconstituido en diferentes vehiculos, o
bien como producto intermedio para la posterior obtencién de comprimidos, cdpsulas, u otras
formas farmacéuticas. Es importante tener en cuenta que luego de todas las etapas de
produccidn del medicamento, se deben conservar las propiedades mejoradas del farmaco que

presentaban las NS que les dieron origen, tal como su mayor velocidad de disolucidn [4].

Técnicamente, la transformacién de las NS en productos sélidos se puede lograr mediante
procesos, tales como liofilizacién, secado por atomizacion, pelletizacién y granulacion, siendo
los dos primeros los mas utilizados para este propésito [5]. Como se menciond en el Capitulo 2,
en esta Tesis se utilizd el secado por atomizacién (SA, spray drying) para la obtencion de un
producto seco. Esta técnica presenta varias ventajas en comparacién con la liofilizacién. Entre
ellas se puede mencionar que permite obtener un producto en polvo y que requiere menor

consumo de energia y tiempo de procesamiento [6].

El SA es un proceso continuo, costo-efectivo, reproducible y escalable. En lineas generales,
consta de los siguientes pasos: (1) atomizacién del sistema liquido (soluciéon, suspension o
emulsion), (2) secado de las finas gotas atomizadas utilizando aire caliente, (3) separacion del

polvo seco del aire, mediante el uso de ciclones, y (4) recoleccién del producto seco [7, 8].

En la Figura 4.1 se puede observar un esquema del equipo de SA. En primer lugar, una bomba
peristaltica conduce una formulacidn liquida hacia un atomizador, en el cual se genera una gran
cantidad de microgotas, que se mezclan con el aire de secado caliente en el interior de la cdmara
de secado. Este aire caliente, que se encuentra a una dada temperatura (Tentrada), permite la

evaporacion del agua contenida en las gotas para producir particulas, que circulan hacia un
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ciclén de separaciéon y se depositan en un recipiente colector. Finalmente, el aire, luego de pasar

a través de un filtro que retiene particulas remanentes, es descargado a la atmédsfera [9].

Atomizador

Gas de
secado L
0000 Alimentacién
000
00
©

Camara de secado

=> Salida de gas

-

Ciclén

Colector de
particulas secas

Figura 4.1. Equipo de secado por atomizacion (esquema co-corriente). Adaptado de Referencia [7].

Las condiciones operativas del secado y la composicion de la formulacién liquida que se
procesard, suelen tener un efecto significativo sobre las propiedades del producto y el
rendimiento del proceso [10, 11]. Respecto a las condiciones operativas, es posible ajustar el
caudal del sistema liquido a atomizar, la temperatura y caudal del aire de secado y el caudal o
presion del aire de atomizaciéon [11, 12]. En relacién a la composiciéon de la formulacién liquida,
es relevante el tipo de sistema que se atomiza (soluciones o sistemas dispersos), el contenido

de sdlidos, su viscosidad y tensidn superficial [13].

Un potencial inconveniente de esta metodologia podria ser la posibilidad de que el producto
procesado sufra una degradacién térmica o un cambio fisico (fusién o transicién vitrea) debido
al uso de aire caliente. Sin embargo, la temperatura de entrada del aire de secado se puede
seleccionar y controlar con precisién, el tiempo de procesamiento es corto y en la cdmara la
temperatura del aire disminuye a medida que se evapora el solvente presente en la muestra.
Todos estos factores contribuyen a que con una adecuada seleccion de las condiciones

operativas, las aplicaciones de esta tecnologia se expandan en el campo farmacéutico.

Diversos autores han reportado la obtencidn de sistemas sélidos particulados a partir de NS, de
diversos farmacos, mediante la aplicacidn de esta técnica [14-18]. Una vez obtenido el producto
seco, el principal desafio es lograr una buena redispersabilidad del polvo, de manera que se

alcancen nuevamente tamafios de particula nanométricos. Durante el SA puede ocurrir
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agregacioén de las particulas, lo que conduce a la pérdida relativa de la gran superficie expuesta
de las nanoparticulas [19]. Para prevenir una agregacién irreversible, se suelen agregar a las NS
a atomizar, cantidades significativas de dispersantes solubles en agua, tales como azucares
(lactosa, trehalosa, sacarosa), alcoholes de azucar (manitol, xilitol) o ciclodextrinas [7]. Sin
embargo, en el caso de una formulacién con una dosis alta de farmaco, como ocurre en el caso
particular del PZQ, se debe minimizar el agregado de excipientes adicionales. Por esta razén,

resultaria estratégico preparar un polvo seco de NS evitando el uso de adyuvantes de secado.

Como ya se menciond en el Capitulo 1, el desarrollo de formulaciones pediatricas representa un
desafio, ya que normalmente las pautas de dosificacion se ajustan segun la edad, el peso u otros
parametros que cambian con el crecimiento. Por lo tanto, las formas farmacéuticas debieran
ofrecer no sdlo facilidad de administracidon y aceptacién por parte del paciente, sino también
flexibilidad en la dosificacion. A una edad temprana, existe preferencia por las formulaciones
liquidas ya que son mas faciles de deglutir que los comprimidos convencionales [20]. Por esta
misma razon, estas formas farmacéuticas son beneficiosas en la administracion de dosis altas de
principio activo, tal como ocurre con PZQ. Las suspensiones extemporaneas son formulaciones
sélidas que se convierten en una forma liquida, mediante su dispersién en agua u otro vehiculo
adecuado. Por ello, combinan las ventajas de las formas farmacéuticas liquidas con las de las

formulaciones sélidas.

Otro factor a considerar en el disefio de medicamentos pediatricos orales es la presentacion del
envase, ya que constituye un componente critico para mantener la estabilidad quimica y fisica,
asi como también para lograr el cumplimiento y la adherencia al tratamiento y el manejo
adecuado de la formulacidn por parte del responsable de administrarla. Por lo tanto, la elecciéon
del tipo de envase depende en gran medida de la edad del grupo objetivo, del tipo de
formulacion, de los requisitos de estabilidad, del tipo de frecuencia de uso (dosis Unica o
multiple) y de la flexibilidad de dosis requerida. Habitualmente, las formulaciones orales para
nifios se presentan en botellas de vidrio o plastico o sachets, condicidon que es seleccionada
durante la etapa de preformulacién, teniendo en cuenta las propiedades del IFA y los

excipientes, asi como también las necesidades del paciente [21].

En lafigura 4.2 se esquematiza una guia sugerida para la seleccion del envase primario de formas
farmacéuticas orales, destinadas a pacientes pediatricos [21]. Teniendo en consideracion el tipo
de producto que se describird en el presente capitulo (polvos obtenidos por SA destinados a
administraciéon extemporanea), se podria proponer un kit conteniendo el polvo y el vehiculo

apropiado para su redispersion en envases primarios separados o un solo envase con
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compartimentos diferentes para el polvo y el vehiculo. Esto resultaria sumamente interesante
en el caso de administracién del producto en zonas endémicas de esquistosomiasis, donde el

acceso a agua potable es limitado.

Presentacion de sobres/
sachets para uso multiple conf| +— S S
. r i
u cmte:eiﬁ;:;c&:fno NO  1:1a dosificacién es para i
para 1 . - .
| una Gnica unidad? __}
__________________ SI
' i
i Polvo en frasco para |
I dosis nmiltiples | *
I i
o ———— vty e it T P S 1
! Presentacion en | I Presentacion o Considerar el polvoen |
: frasco i { ensobreso 1 | frasco silos datos de i
1 -
(S i i sachets i i estabilidad noson !
! adecuados para sobres o E
! sachets 1

Figura 4.2. Esquema de seleccion de envase primario adecuado para formulaciones pediatricas orales.

Adaptado de Referencia [21].

En este capitulo, se pretende entonces desarrollar un polvo, a partir de las NS de PZQ obtenidas,
que al redispersarse en un medio acuoso mantenga las propiedades beneficiosas de las
nanoparticulas. Los polvos destinados a ser reconstituidos en un medio liquido requieren que
sus particulas se mantengan suspendidas durante el periodo de uso o, si sedimentan, que la
redispersion resulte efectiva con una simple agitacion manual [22]. En este sentido, la
reconstitucion del polvo llevada a cabo en este trabajo de Tesis se efectué en una mezcla de
vehiculos para soluciones y suspensiones, comercialmente conocidos como Ora Sweet® y Ora
Plus® respectivamente, los cuales proporcionaran un medio suspensor adecuado, ademas de
agradable sabor. Cabe mencionar que estos vehiculos son ampliamente utilizados en Ia
reformulacidon de medicamentos en pediatria, pudiendo considerarse seguros para su uso [23-

27].

Generalmente, la redispersabilidad de las formulaciones sélidas se puede evaluar en relacion

con la distribucién de tamario de las particulas del producto reconstituido y / o la velocidad de
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disolucién [28]. El tamafio de particula, una vez reconstituido el producto seco, se compara con
el tamano de particula original en las NS primarias. Dado que no existe un estandar de
evaluacién, generalmente las formulaciones sdélidas cuyo tamano de particula reconstituido en
un medio adecuado alcanzan el rango nanométrico, pueden considerarse como poseedoras de

una apropiada redispersabilidad [28].

4.2. Formulaciones

Dado que la formulacién F4 (PZQ-P188-PVP) resultd ser la mas prometedora en cuanto al
comportamiento de disolucién evidenciado (tal cual se describié en el Capitulo 3), la evaluacion
del proceso de SA se realizd sobre esta NS. Ademds, con el fin de evaluar la influencia del
contenido de sdlidos sobre el proceso de SA, se decidid ensayar tres condiciones diferentes,
variando la cantidad de excipiente, aunque manteniendo constante la proporcion entre ambos

estabilizantes y la concentracidn final de PZQ en la formulacién(1 %, p/v).

Partiendo de la condicién inicial, en la que la proporcion farmaco excipiente fue de 1:1, se evalué
la incorporacién de cantidades correspondientes a la mitad y al doble de excipiente con respecto
al farmaco, es decir una proporcién 1:0,5 y 1:2, respectivamente. Se prepararon asi tres NS
(Tabla 4.1) que posteriormente fueron sometidas al proceso de SA, de acuerdo a lo expuesto en

la seccion 2.2.3.

Tabla 4.1. Composicion de las distintas formulaciones

Formulacién Composicion Porcentaje (% p/v) Relacidn IFA:excipiente
NS1 PzZQ - P188 — PVP 1,00-0,25-0,25 1:0,5
NS2 PzQ-P188-PVP  1,00-0,50-0,50 1:1
NS3 PzZQ - P188 — PVP 1,00-1,00-1,00 1:2
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4.3. Resultados

4.3.1. Proceso de secado por atomizacion

Como se comentd previamente, la técnica de SA es un proceso ampliamente utilizada en el
campo del disefio de particulas para vehiculizar principios activos en portadores solubles y

optimizar propiedades del polvo, tales como tamafio de particula y redispersabilidad [29, 30].

Uno de los pardmetros de especial consideracidn, durante la aplicacion de SA, es el rendimiento
del proceso. Los resultados obtenidos fueron 31 %, 45 % y 58 % para el secado de NS1, NS2 y
NS3, respectivamente. Estos valores pueden considerarse aceptables, teniendo en cuenta que
se utilizé un equipo de SA a escala de laboratorio y no se agregaron adyuvantes de secado [13].
Ademas, estos resultados indicaron que no hubo una adhesién significativa de particulas sélidas
alas paredes de la camara del equipo, lo que normalmente ocurre cuando se usan polimeros de
bajo puntos de fusion, como es el caso de P188 (Trwsisn=57,6 °C). En este sentido, la seleccion de
la baja temperatura de entrada fue gobernada por la presencia de P188, con el fin de evitar la

adherencia y la aglomeracién de las particulas una vez secas [31].

Ademas, se puede observar que a medida que aumenta el contenido de sdlidos, el rendimiento
del proceso también es mayor. Este comportamiento se podria explicar teniendo en cuenta que
a medida que las dispersiones se vuelven mas concentradas, la cantidad de agua en la gota
disminuye, lo que conduce a mayores rendimientos del proceso, segun lo descripto por Ceschan

y col. [13].

Finalmente, con respecto a los resultados de temperatura de salida (Ts), éstos se encontraron
en el rango de 36-38 ° C. El punto de mayor estrés térmico para las muestras ocurre cuando ya
se obtiene el polvo y la temperatura del aire alcanza el valor T;. Como la degradacion térmica de
PZQ, P188 y PVP comienza alrededor de 260 °C, 305 °Cy 428 °C, respectivamente, no se debieran

esperar procesos que afecten la estabilidad de los materiales [32-34].

Los resultados obtenidos indican que el proceso de SA se aplicé con éxito, aunque los valores de

rendimiento podrian optimizarse estudiando diferentes condiciones operativas.

4.3.2. Caracterizacion del producto sélido y del polvo redispersado

Los productos obtenidos fueron caracterizados de acuerdo a lo expuesto en la seccion 2.2.4.
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4.3.2.1. Contenido de humedad del polvo

El contenido de humedad de los polvos obtenidos fue menor al 1 % en todos los casos. Estos
resultados confirman que la temperatura de entrada seleccionada, si bien fue baja, no afecté el

adecuado secado del producto, bajo el conjunto de condiciones operativas seleccionadas.

4.3.2.2. Distribucion de tamaio de particulas

Los tamafios de particula obtenidos luego del procesamiento por HAP y SA se muestran en la

Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Distribucion de tamafio de particulas de NS, polvos secos y polvos redispersados en agua.

Dso (km) Dso (1m) Zsize/Daz (um)? IPD/span®
NS
NS1 1,04 + 0,08 2,34+0,30 0,89 £ 0,02 0,32
NS2 0,82 £ 0,07 1,38+ 0,05 0,71 £ 0,03 0,19
NS3 1,05 + 0,002 2,02+0,38 0,85+ 0,01 0,28
Polvos
SA1 10,35 + 0,26 21,83 +2,84 14,45 + 3,21 1,53
SA2 9,72 +0,12 19,75+ 1,85 13,04 + 2,20 1,46
SA3 11,52 + 0,32 27,96 £ 2,51 18,07 +1,70 1,95
Polvos redispersados
SA1 Redispersado 1,13+0,11 2,14+0,1 0,91 +0,04 0,26
SA2 Redispersado 0,71+0,11 1,07+ 0,32 0,67 + 0,04 0,17
SA3 Redispersado 1,08 +0,12 1,78+ 0,28 0,96+ 0,03 0,15

Definiciones: SA1, polvo obtenido por SA de la NS1. SA2, polvo obtenido por SA de la NS2. SA3, polvo
obtenido por SA de la NS3

2El pardmetro medido corresponde a la técnica utilizada en cada caso (D43 y span, en el caso de DL; Zg,e €
IPD, en el caso de ECF)

En todas las NS desarrolladas como insumo para el SA (y de acuerdo a los resultados ya
descriptos en el Capitulo 3) se evidenciod una significativa disminucidn en el tamafio de particula
de PZQ luego de la aplicacidon de HAP, alcanzando valores inferiores a 1 um. Ademas, los valores
de IPD fueron, en todos los casos, inferiores a 0,32, lo que indica una distribucién estrecha, en
comparacién con la distribucion amplia registrada para la materia prima PZQ, en términos de
valor de span, cuyo valor fue de 7,20 (ver Capitulo 3). Teniendo en cuenta que la Unica diferencia
entre las tres NS desarrolladas fue la relacién farmaco: estabilizante, se puede concluir, en
primera instancia, que la distribucién de tamafio de particulas no se vio afectada por este

parametro.
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Después del proceso de secado, los polvos mostraron un didmetro volumétrico medio (Das)
entre 13,04 y 18,07 um y valores de span inferiores a 2, lo que indica una distribucidn de tamafio
de particulas estrecha (Tabla 4.2). Como el tamafio de particula del polvo producido es mayor al
de los cristales presentes en las NS, es relevante evaluar si al tomar contacto con agua revierten

al sistema nanométrico que les dio origen.

En este sentido, cuando los polvos SA se redispersaron en agua, la distribucion de tamafio de
particulas no difirié significativamente respecto al de las correspondientes NS originales, con

resultados de tamafio medio (Zsi;) menores a una micra en los tres casos (Tabla 4.2).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir que los polvos SA de PZQ mostraron
una excelente capacidad de redispersion, posiblemente debido a la formacion de una matriz
soluble alrededor de las particulas del fdrmaco como se ha demostrado en estudios utilizando
albendazol [35]. Se observaron comportamientos similares en polvos SA de indometacina,
lovirida y fenitoina, farmacos insolubles en agua que presentan valores de Log P similares a PZQ
(3,3; 3,7 vy 2,3 respectivamente, siendo 2,5 el valor LogP de PZQ). Esto es debido a que la
tendencia de los nanocristales a aglomerar durante el SA dependeria principalmente de la

hidrofobicidad del farmaco [36].

4.3.2.3. Morfologia de las particulas

Para estudiar el efecto de las formulaciones propuestas y los procesos aplicados sobre la
morfologia de las particulas, los polvos obtenidos se analizaron por MEB. Las Figuras 4.3y 4.4
muestran las micrografias correspondientes a las MF y los productos obtenidos mediante SA,

respectivamente.

De manera general, para el caso de las MF, se puede observar la presencia de aglomerados
constituidos por particulas alargadas de PZQ adsorbidas sobre la superficie de los excipientes

esféricos (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Micrografias de las MF (a) MF1 (correspondiente a la relacion 1:0,5), (b) MF2 (correspondiente

alarelacion 1:1) y (c) MF3 (correspondiente a la relacion 1:2)

Con respecto a los polvos obtenidos luego del proceso de secado, se observa que la morfologia
resultante fue mayormente esférica, con una superficie lisa, a diferencia de los bordes agudos y
la superficie estriada del PZQ (Figura 4.4). Esta esfericidad se podria atribuir al efecto de
recubrimiento de los excipientes y al proceso de SA en si mismo, ya que, como se indicé en el
Capitulo 3, el PZQ conserva su forma alargada luego del proceso de HAP. El proceso de
recubrimiento enunciado se evidencia claramente en la Figura 4.4.e, donde pueden observarse
ciertas particulas de PZQ, con su forma caracteristica, encapsuladas dentro de particulas

esféricas de polvo seco.
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Figura 4.4. Micrografias SA1 (a) 3000X, (b)10000X; SA2 (c) 3000X, (d)10000X y SA3 (e) 3000X, (f)10000X

También se puede observar en las micrografias que la cantidad de particulas esféricas resultd
mayor a medida que aumenta la proporciéon de estabilizante (Figura 4.4). En el caso de la
formulacidon con menor proporcién de excipientes (SA1), la cobertura de las particulas de PZQ
no fue completa, y se logran observar algunas particulas de farmaco aisladas (Figura 4.4.a). Sin
embargo, estas particulas exhibieron una superficie mds lisa, sin los bordes agudos

caracteristicos de la materia prima, debido al efecto de recubrimiento de los estabilizantes. A
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medida que aumenta la proporcidon de estabilizante, la presencia de particulas esféricas se hace

mas notoria (Figuras 4.4.cy 4.4.e).

Considerando tanto la distribucién de tamano de particulas como la morfologia de las particulas
secas, se puede concluir que las nanoparticulas de PZQ fueron microencapsuladas por los
excipientes solubles durante el proceso de SA, obteniéndose asi estructuras conocidas como

microparticulas nanocompuestas (nanocomposite microparticles) [7, 37].
4.3.2.4. Caracterizacién por FT-IR

Con el objetivo de evaluar el desarrollo de posibles modificaciones quimicas luego del proceso
de SA, los polvos obtenidos se evaluaron mediante espectroscopia infrarroja, y se compararon

con los componentes puros y una MF de referencia (en proporcion 1:1 de PZQ:estabilizante).

El espectro FT-IR obtenido de los diferentes polvos se muestra en la Figura 4.5. Alli pueden
observarse las bandas caracteristicas de PZQ, P188 y PVP, de acuerdo a lo ya descripto en la
seccion 3.3.2.3, las cuales se han mantenido sin variaciones significativas en los espectros de los
polvos SA, siendo las curvas totalmente superponibles entre si y con la MF. Esto demuestra que

el proceso de SA no ha provocado ninguna modificacién quimica en el farmaco.

Intensidad (u.a.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 4.5. Espectros FT-IR obtenidos luego del SA, en comparacién con componentes puros y una MF de
referencia.
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4.3.2.5. Analisis térmico

Es sabido que el proceso de SA puede inducir cambios polimdrficos o una amorfizacién del
farmaco encapsulado [7, 38]. En este sentido, se estudié el comportamiento térmico de los
polvos obtenidos, mediante CDB. Los termogramas del farmaco puro, los excipientes, las MF y
los polvos SA se presentan en la Figura 4.6. Ademas, los valores de temperaturas y entalpias

registrados para el evento térmico de fusion del PZQ se indican en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Comportamiento térmico de los materiales puros, las MF y los polvos SA.

Muestra Temperatura de inicio de la Pu:zt; ‘:_: fu?i?or::)de OH¢de PZQ Coota
fusién de PZQ (Tonset) (°C) peak /e (%)°

PZQ 139,4 144,2 100,9 100
MF1 133,4 138,9 51,4 77,9
MF2 127,1 136,4 25,2 50,0
MF3 118,7 126,5 12,1 36,6
SA1l 128,8 138,3 47,4 71,8
SA2 123,6 132,3 26,3 52,1
SA3 120,7 130,0 13,0 39,3

2 Entalpia de Fusion de PZQ. Se expresa como J/g de muestra analizada
b Cristalinidad relativa del farmaco

Tal como se menciond en la seccidn 3.3.2.4, el PZQ presenta una naturaleza cristalina, que se
evidencia por el marcado punto de fusidn del farmaco. En cuanto a los excipientes, P188
presenta una estructura cristalina, mientras que la ausencia de eventos de fusién indica la

naturaleza amorfa de la PVP (Figura 4.6).

Por su parte, las MF y los polvos SA de las tres formulaciones presentan ambos eventos térmicos
antes mencionados, conservandose, en todos los casos, la estructura cristalina de PZQ (Figura
4.6 y Tabla 4.3). Sin embargo, se observé un ensanchamiento y un ligero desplazamiento de las
endotermas de fusidn, en las MF y los polvos SA. Ademas, se observé una cierta reduccion en el
porcentaje de cristalinidad (Ciota), calculado segun lo indicado en la secciéon 3.3.2.4. Los
resultados obtenidos fueron 71,8 %, 52,1 % y 39,3 %, para SA1, SA2 y SA3 respectivamente
(Tabla 4.3). Tal como se discutié en la seccidn 3.3.2.4, esto podria atribuirse a diversos factores,
tales como la dilucién del IFA en la mezcla de estabilizantes, la solubilizacion del PZQ en el P188
fundido, y la presencia de PVP amorfa que promueve la formacién de fases amorfas en el IFA

[39-45]. Estos resultados demostraron que hubo una cierta pérdida de cristalinidad, y que este
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efecto fue mayor a medida que aumenté la cantidad de excipiente, sin poder atribuirle un efecto

significativo al proceso de SA sobre dicho parametro.
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Figura 4.6. Termogramas de SA1 (1), SA2 (Il) y SA3 (lll), indicando las curvas de: (a) PVP; (b) P188; (c) PZQ;
(d) MF; (e) polvos SA
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4.3.2.6. Caracterizacion cristalografica

Adicionalmente a los estudios térmicos comentados recientemente, el estado cristalino de PZQ
en los polvos obtenidos se confirmd a través del estudio de rayos X. Los difractogramas se
muestran en la Figura 4.7. Como se indicé en la seccién 2.2.4.5, el andlisis se llevd a cabo en el
rango 26 de 3,5°a 60°. Sin embargo, entre 30° y 60° no se encontraron picos de interés, por lo
tanto, los resultados se muestran sélo hasta 30°. Cabe aclarar, ademads, que los difractogramas

fueron normalizados con el fin de visualizar la elevacién de la linea de base de cada componente.

Tal como se enuncid en la seccion 3.3.2.5, el PZQ presenta una clara estructura cristalina. En el
caso de los difractogramas de las MF y los polvos SA, es posible observar la presencia de dos
nuevos picos a 18° y 22°, correspondientes a la presencia de P188 en todas las formulaciones
(Figura 4.7). Ademas, todas las MF mostraron las reflexiones caracteristicas de PZQ, mientras

gue la elevacién de la linea de base es causada por la presencia de PVP.
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Figura 4.7. Difractogramas de rayos X de SA1 (1), SA2 (1) y SA3 (llI).
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Por su parte, en el analisis de los polvos SA, en todos los casos se mantuvo la estructura
cristalina, es decir, las reflexiones se ubicaron en las mismas posiciones angulares que las
correspondientes al PZQ sin procesamiento alguno, aunque el grado de cristalinidad seria
diferente. Esto puede notarse a través de diferencias sutiles en el ancho de los picos
caracteristicos (Figura 4.7). Como se explicé para el caso del analisis por CDB, este efecto podria

atribuirse a la presencia de los estabilizantes.

Todos estos datos confirmaron que las formulaciones obtenidas mantienen mayormente el
estado cristalino de PZQ, lo que podria ser una caracteristica sumamente interesante con

respecto a la estabilidad de los polvos SA a largo plazo.

4.3.2.7. Estudios de solubilidad

Tal como se indico en la seccién 3.3.1.1, el PZQ sin procesar fue escasamente soluble en agua,
con un valor de solubilidad de 0,30 + 0,01 mg/ml. Por su parte, los valores de solubilidad de PZQ
en las diferentes MF fueron de 0,40 + 0,02; 0,41 + 0,01 y 0,54 + 0,01 mg/mL para MF1, MF2 y
MF3, respectivamente. Estos resultados demostraron que las MF provocaron un ligero aumento
en la solubilidad de PZQ, lo que indica que los excipientes promueven la solubilidad del principio
activo, siendo este efecto mayor para la MF3. En el caso particular de la PVP, esta capacidad de
mejoramiento de la solubilidad de los principios activos poco solubles se encuentra descripta en
literatura [43, 46]. Ademas, en el caso particular del P188, esta bien establecido que exhibe

propiedades como agente solubilizante y humectante [47].

En los polvos SA, la solubilidad de PZQ aumenté de manera significativa, con valores de 0,59 +
0,01; 0,55 + 0,03 y 0,56 + 0,02 mg/mL para SA1, SA2 y SA3, respectivamente. Este resultado
podria ser un efecto de la reducciéon en el tamafio de particula que, como se comentd en
capitulos anteriores, podria explicarse en forma tedrica por la ecuacion de Ostwald-Freundlich,
gue relaciona la solubilidad de saturacién con el tamafio de particula del farmaco. Segun esta
ecuacion, cuanto menor es el tamafio de particula, mayor es la solubilidad, siendo este efecto
prominente para materiales con un tamafo medio de particula inferior a 2 um [48]. Por lo tanto,
la combinacién de excipientes que mejoran la humectabilidad, afiadida a una reduccién
significativa en el tamafo de particula condujeron al aumento observado en la solubilidad
acuosa de PZQ, que se mantuvo luego del proceso de SA debido a la adecuada redispersabilidad

del polvo obtenido.
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4.3.2.8. Contenido de farmaco

El contenido de farmaco en las NS y en los polvos SA redispersados se encontré en el rango
comprendido entre 98,99 + 1,69 % vy 106,78 + 0,62 % (expresado en porcentaje del contenido
tedrico de PZQ esperado). Estos resultados indican que no hubo pérdida de farmaco durante los

procesos de HAP y SA.

4.3.2.9. Disolucion in vitro

La Figura 4.8 muestra los perfiles de disolucién del PZQ y las correspondientes MF, NS y polvos
SA redispersados en vehiculo. Como se puede observar, el fdrmaco per se se disolvié en muy
escasa magnitud (18%) luego de 60 minutos de ensayo. En el caso de las MF, los perfiles de
disolucion de MF1 y MF2 fueron similares entre si, alcanzando un porcentaje disuelto promedio
de 30,1y 33,5%, respectivamente; mientras que la MF3 mostré una mayor disolucién, con un
valor promedio de 55,3%. Los resultados de ED para MF1, MF2 y MF3 fueron 19,19 16,24 %;
21,27 + 3,45 % y 38,37 + 0,58 %, respectivamente, encontrdandose diferencias altamente
significativas (p = 0,0002) entre el rendimiento de disolucion de la MF3 con respecto a las MF1
y MF2. Estos datos estdan de acuerdo con los resultados observados para los estudios de
solubilidad (ya comentados en 4.3.2.7) y pueden basarse en la mejora de la mojabilidad del PZQ

observada al contacto con los estabilizantes.

Por otro lado, los productos nanométricos (NS y polvos SA redispersados) mostraron un
aumento significativo en el rendimiento de disolucién del PZQ, tanto en velocidad como en
cantidad, en comparacion con la materia primay las MF. Los resultados de ED para las NS fueron
71,26 £ 2,54 %; 80,68 + 1,13 %, y 75,96 + 2,42 %, y para los polvos SA redispersados fueron 74,72
+2,45%; 79,82+ 2,15 %y 78,29 + 3,93 %, para las proporciones farmaco:estabilizante de 1:0,5,
1:1 y 1:2, respectivamente. Se puede observar que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los perfiles de disolucién de las NS respecto a los polvos SA
redispersados, de cada combinacidn farmaco:estabilizante particular (p=0,0817), ni tampoco
entre los perfiles de disolucién de los tres polvos SA redispersados (p=0,0918). Sin embargo, se
registraron diferencias altamente significativas en el rendimiento de disolucién de cada polvo
SA redispersado en comparacién con su correspondiente MF, con valores p de 0,0087; 0,0036 y
0,0073, respectivamente. Esto confirma lo ya explicado en otras oportunidades en este trabajo
de Tesis, donde la mejora en la disolucion del PZQ en las NS esta dada por la reduccién del

tamafio de particula generada por el proceso de HAP, propiedad que se mantiene en los polvos
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SA redispersados y, en consecuencia, se mantiene también la performance de disolucion

optimizada.
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Figura 4.8. Perfiles de disolucion de sistemas con proporcion farmaco: estabilizante de (1) 1: 0.5, (1) 1: 1y
(1) 1: 2, en HCI 0,1 N. Cada linea representa el perfil de disolucién promedio de PZQ (¢), MF (e), NS (A)
y polvos SA redispersados en vehiculos (m), asociados con las barras de error correspondientes (desviacion
estandar).

La cinética de disolucidn in vitro de PZQ, a partir de las MF y los polvos SA redispersados, también

se evalud a través de enfoques dependientes de modelo. Se pueden utilizar diferentes criterios
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estadisticos para la seleccién del modelo que mejor se adapte a los datos de disolucién. Como
se menciond en la seccidn 2.2.4.8, en este trabajo de Tesis se seleccionaron los pardmetros mas
comunmente utilizados, es decir, el coeficiente de determinacién ajustado (R%;), el criterio de
informacién de Akaike (AIC) y el criterio de seleccion del modelo (MSC) [49]. El mejor modelo

serd aquel que tenga el mayor R%,q;, el AIC mas bajo y / o el MSC mas alto [49].

Los resultados obtenidos para estos parametros de ajuste cinético en las MF y polvos SA

redispersados pueden verse en la Tabla 4.4.

En los casos de la MF1y MF2, asi como sus correspondientes polvos SA redispersados, el modelo
con mejores parametros estadisticos fue el de Weibull, centrandose principalmente en los
criterios AIC y MSC. En el caso de la MF3 y su correspondiente formulacidn SA redispersada, la
seleccidn del mejor modelo fue mds compleja, debido a los resultados aleatorios obtenidos en
los pardmetros de ajuste. Sin embargo, el modelo de Weibull fue el segundo mejor modelo en
ambos casos (MF3 y su correspondiente polvo redispersado), con una ligera diferencia en
relacion con el mejor ajuste obtenido (Tabla 4.4). En este punto es importante recordar, como
se indicd en la seccidn 3.3.2.6, que el modelo de Weibull constituye una ecuacién que se puede
aplicar exitosamente a casi todos los tipos de perfiles de disolucidn, aunque presenta algunas

deficiencias considerando que es un modelo empirico [50].

Como ya se ha explicado, las particulas nanométricas exhiben un mayor area superficial, lo que
resulta en un mejor contacto con el medio de disolucién y, en consecuencia, una mejora en el
rendimiento de la disolucidn [51]. En conclusién, el comportamiento de disolucion mejorado
registrado para las formulaciones de PZQ podria explicarse por una combinacién del aumento
en la solubilidad y humectabilidad del farmaco y la reduccidon del tamafio de particula,
propiedades que se mantienen luego del proceso de secado y redispersidn, sin influencia

altamente significativa de la relacién farmaco: estabilizante [52].
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Tabla 4.4. Modelos de disolucion aplicados a MF y polvos SA redispersados, y sus correspondientes
parametros de ajuste

Muestra Parametros Orden Primer Higuchi Korsmeyer- Hixson- Weibull
estadisticos Cero Orden
Peppas Crowell
RZ.qj 0,945 0,965 0,864 0,955 0,959 1,000
MF1 AIC 13,214 11,358 16,811 12,758 11,981 -17,999
MscC 2,396 2,860 1,496 2,510 2,704 10,199
RZqj 0,759 0,926 0,883 0,945 0,995 0,979
SA1 Redisp. AIC 37,644 28,996 33,347 10,864 32,626 7,097
MsC -4,384 -2,222 -3,310 2,311 -3,130 3,253
R%aqj 0,758 0,854 0,928 0,937 0,826 0,945
MF2 AIC 20,452 18,523 13,602 13,707 19,203 13,029
MscC 0,984 1,467 2,697 2,671 1,297 2,840
R%aqj 0,242 0,769 0,390 0,536 0,723 0,729
SA2 Redisp. AIC 38,309 28,152 34,312 20,833 33,188 20,632
MsC -4,602 -2,063 -3,603 -0,233 -3,321 -0,182
R%qj 0,551 0,816 0,907 0,870 0,744 0,905
MF3 AIC 26,963 23,174 20,828 22,488 24,586 21,157
MsC 0,353 1,300 1,887 1,472 0,947 1,805
R%q 0,132 0,600 0,251 0,378 0,562 0,560
SA3 Redisp. AIC 38,519 27,749 34,556 23,765 33,214 24,382
MSC -4,215 -1,522 -3,224 -0,526 -2,888 -0,680
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4.3.2.10. Estudios de sedimentacion y redispersabilidad

Con el objetivo de evaluar la posible sedimentaciéon y capacidad de redispersabilidad posterior

del polvo SA dispersado en vehiculo, se llevd a cabo el ensayo de acuerdo a lo enunciado en la

seccion 2.2.3.1.

Como se puede observar en la Figura 4.9, la concentracién promedio de PZQ determinada en las
muestras colectadas del extremo inferior de las columnas de vidrio registré un incremento en el
tiempo; mientras que el contenido de fdrmaco en las muestras tomadas del extremo superior
claramente disminuyd en el mismo intervalo, lo que indica una evidente precipitacion del PZQ.
Este comportamiento fue igualmente registrado para los tres sistemas desarrollados, revelando

gue la proporcion de estabilizante no afectd el fendmeno de sedimentacién.
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Figura 4.9. Sedimentacién y redispersabilidad de (I) SA1 redispersado, (llI) SA2 redispersado y (Ill) SA3
redispersado en el vehiculo. Cada linea representa el contenido promedio de PZQ en la muestra tomada
de la seccién superior (m) e inferior (A ) de la columna de vidrio, y en el vial sometido a agitacidn periddica

(#), asociado con las barras de error correspondientes (desviacion estandar). Los resultados estan
expresados en porcentaje de PZQ respecto al tedrico.

Asimismo, en la Figura 4.10.b se puede observar claramente dicha precipitacidn, al compararla
con la condicion inicial del polvo recientemente resuspendido (Figura 4.10.a). Esta
sedimentacion también se registrd cuando el producto fue almacenado en viales, la cual revirtid
completamente luego de una simple agitacién manual (Figura 4.10.c). Esta facilidad de
redispersion (post-sedimentacién) se confirmé a través de las mediciones de concentracion del
PZQ, en muestras tomadas de los viales luego de la agitacién manual, las cuales permanecieron

constantes a lo largo del tiempo (Figura 4.9).

En conclusidn, a pesar de la sedimentacién registrada para todos los polvos SA suspendidos en
vehiculo, la redispersién del sedimento resulté ser un proceso sencillo y rdpido, obteniéndose
finalmente suspensiones homogéneas, lo cual podria estar siendo ocasionado por el entorno

proporcionado por los excipientes constituyentes del vehiculo.
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Figura 4.10. Estudios de sedimentacion y redispersabilidad: condicién inicial (a), visible precipitacion
después de 14 dias (b) y polvo SA suspendido y almacenado en viales, antes y después de una simple
agitacion manual (c). Las imagenes corresponden a la formulacion SA1.

4.3.3. Evaluacién de propiedades criticas del producto redispersado durante el periodo de

utilizacién propuesto

Como se mencioné en el Capitulo 1, el PZQ es un principio activo de amplia utilizacién en el
tratamiento de numerosas parasitosis causadas por Schistosoma. En general, el tratamiento de
estas patologias no requiere de pautas de administracion de extensa duracidn, siendo en su
mayoria tratamientos de un Unico dia. Sin embargo, algunas patologias, como la teniasis,
requieren que el tratamiento se extienda durante un maximo de 14 dias [53]. En consecuencia,
la evaluacion de las propiedades consideradas criticas para los polvos desarrollados fue llevada
a cabo durante dicho periodo de tiempo. Estas propiedades incluyen la distribucién de tamano
de particulas, la caracterizacion cristalografica, el contenido de fdrmaco y el comportamiento de

disolucién del polvo redispersado.
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4.3.3.1. Analisis de la distribucion de tamaiio de particulas

Dado que la distribucion de tamafio de particulas es el pardmetro mas critico en estas
formulaciones, se determind su evolucidn en el tiempo enunciado. Los resultados se indican en
la Tabla 4.5. Como se puede observar, el tamano nanométrico de las particulas de PZQ se
mantuvo sin alteraciones significativas luego de los 14 dias. Ademas, el IPD se encuentra en
valores aceptables en todos los casos, indicando una distribucion estrecha y homogénea del
tamafio de las particulas. Esto indica que el entorno aportado por el vehiculo es apropiado para
evitar la aglomeracién de las nanoparticulas o bien que, de producirse la aglomeracidn, su
resuspensién es rapida y sencilla (como se indicé en la seccion 4.3.2.10), manteniendo asi los

tamafios originales.

Tabla 4.5. Tamafo medio de particula e IPD de PZQ en funcidn del tiempo

Dial Dia 7 Dia 14
Formulacion
Dso (um) IPD Dso (um) IPD Dso (um) IPD
SA1 Redisp. 0,91 +0,04 0,22 0,96+ 0,03 0,11 0,93 £ 0,06 0,23
SA2 Redisp. 0,67 £ 0,04 0,19 0,71 +0,06 0,22 0,70+0,10 0,12
SA3 Redisp. 0,96+ 0,03 0,22 0,97 +£0,10 0,18 1,02 + 0,09 0,25

4.3.3.2. Caracterizacion cristalografica

Con el fin de evaluar la aparicidon de posibles cambios en la cristalinidad de los polvos, se

obtuvieron los respectivos difractogramas de rayos X luego de 14 dias de almacenamiento.

Como puede observarse en la figura 4.11, los espectros muestran un claro comportamiento
cristalino del farmaco, presentandose las reflexiones caracteristicas de PZQ ya especificadas en
el punto 4.3.2.6. Se concluye entonces que durante el tiempo de almacenamiento estudiado, el

PZQ no sufrié cambios significativos en su estructura cristalina.
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Figura 4.11. Difractogramas de los polvos SA luego del almacenamiento
4.3.3.3. Contenido de farmaco y disolucién in vitro

El contenido de farmaco en la suspensién obtenida a partir del polvo SA fue cuantificado de
acuerdo a lo enunciado en la seccion 2.2.4.7 Los resultados de valoracion, en el dia de
resuspension del polvo, fueron 98,99 + 1,04 % para SA1, 102,51 + 0,76 % para SA2 y 103,90 +
0,62 % para SA3; mientras que a los 14 dias, los valores de contenido de PZQ fueron de 98,73 +
0,65%, 106,62 + 1,17 % y 106,65 +0,92 %, para SA1, SA2 y SA3, respectivamente. Los resultados
obtenidos indican entonces que el contenido de PZQ se mantuvo sin variaciones durante el

periodo de estudio.

En cuanto a la disolucidn in vitro, los perfiles se mantuvieron sin variaciones significativas luego
de 14 dias de haber sido formulada la suspensidn de polvo SA (Figura 4.12). Por su parte, la ED
obtenida fue de 84,51 + 0,57 %; 84,16 + 0,70 % y 84,44 + 0,23 % para SA1, SA2 y SA3,
respectivamente. Este comportamiento de disolucidon también resultd similar al observado al
momento de formular la suspension (informados en la seccién 4.3.2.9) y estan en buen acuerdo

con lo reflejado en la distribucién de tamafio de particulas, luego de 14 dias.
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Figura 4.12. Perfil de disolucién luego de 14 dias.

4.3.4. Comparacion de la disolucion in vitro de los sistemas formulados a partir de un

comprimido comercial de PZQ

La reformulacién de comprimidos en formas farmacéuticas liquidas es una practica muy comun
en el ambito hospitalario, ante problemas de formulaciones huérfanas [54]. En este sentido, se
Ilevé a cabo la disolucién in vitro de un comprimido de PZQ comercialmente disponible, triturado
y suspendido en el vehiculo ya descripto (secciéon 2.2.3.1). La finalidad fue presentar el
desempefio en términos de disolucidon de PZQ desde una matriz muy compleja y comparar su
perfil de disolucidn con los obtenidos en los sistemas formulados en este capitulo. La

composicion cuali-cuantitativa de los comprimidos de PZQ se detalla en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Composicion cuali-cuantitativa de los comprimidos comerciales conteniendo PZQ.

Componente Cantidad por comprimido (mg)? Composicidn (%)
Praziquantel 600 64,1
Almidon de maiz 50 5,34
Croscarmelosa sédica 27 2,8
Estearato de magnesio 9 1,0
Lactosa monohidrato 80 8,6
Lactosa granulada 89 9,5
Lauril sulfato de sodio 9 1,0
Polietilenglicol 6000 9 1,0
Polivinilpirrolidona 27 2,8
Opadry Il 36 3,8
Peso Total 936 100

@ Cabe aclarar que la composiciéon cuali-cuantiativa aqui descripta no se encuentra presente en el rétulo

(envase primario) ni prospecto del producto. La misma fue obtenida de la Disposicion ANMAT 6604/16.

El perfil de disolucién obtenido se muestra en la Figura 4.13.
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Figura 4.13. Perfil de disolucion de comprimidos comerciales de PZQ redispersados en vehiculo. (Cabe
aclarar que no se muestran aqui los perfiles de disolucién de los polvos SA redispersados, para una mejor
visualizacion de este Unico perfil, evitando superposiciones. Tales graficas pueden observarse en la Figura

4.8).

Como se observa, el comportamiento de disolucién del comprimido reformulado es similar a los
sistemas desarrollados en este capitulo. Esto se puede atribuir a que la especialidad medicinal
presenta en su composicién excipientes que favorecen el mojado de PZQ, como es el caso del

lauril sulfato de sodio, el polietilenglicol y la polivinilpirrolidona (Tabla 4.6).

En términos exclusivos de evaluacién de la disolucién, las NS presentan un desempefio in vitro
semejante (incluso ligeramente mejor) que la actual opcién terapéutica disponible para nifios.
Sin embargo, se desaconseja el triturado y reformulacion de comprimidos siempre que surja una
tecnologia alternativa especialmente disefiada para la aplicacion [55]. De este modo se evitan
eventos no esperados, tales como cambios fisicos o quimicos en el farmaco durante su
manipulacidn, la aparicién de incompatibilidades entre excipientes o la administraciéon de un
tipo o concentracidn de excipiente que no es adecuada para niflos o poblaciones de pacientes

con intolerancias (e.g. lactosa).

En sintesis, los productos desarrollados y presentados en este capitulo presentan una
composicion simple, estan destinados especificamente a pacientes pediatricos, a la vez que
constituyen sistemas listos para usar, se evita su procesamiento magistral a partir de una

especialidad medicinal y se mejora la exactitud de dosis.
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4.4. Conclusiones

De acuerdo a los resultados observados, la aplicacién de técnicas combinadas comprendiendo
HAP y SA, permitié obtener una formulacion muy prometedora para administraciéon
extemporanea de PZQ. El proceso de HAP permitidé una reduccién de tamaiio de particula, a la
vez que mejoré la solubilidad y la disolucién del fdrmaco. Tanto el tamafo de particula como la
mejorada disolucion de PZQ, asi como las demas propiedades fisicoquimicas evaluadas, se
conservaron luego del proceso de secado, que condujo a un polvo de muy sencilla dispersién en
un vehiculo de sabor agradable y que, a su vez, también es conveniente para la manipulaciény
almacenamiento. Asimismo, si bien el polvo dispersado en el vehiculo sufre una sedimentacion
significativa durante el almacenamiento, ésta es totalmente reversible con una simple agitacion

manual.

Por todo lo expuesto cabe concluir que los polvos de PZQ obtenidos constituyen una
formulacion de administracidon extemporanea promisoria, con conservacion de las propiedades
optimizadas durante el proceso de micronizacion y adecuada estabilidad. Asimismo, los polvos
obtenidos podrian constituir un producto intermedio para la elaboracidon de otras formas

farmacéuticas.
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CAPITULO 5

Desarrollo y caracterizacion de gomas masticables
para administracion pediatrica
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5.1. Introduccidén

Las gomas masticables, también conocidas como geles masticables, son un tipo de formulacién
basadas en tecnologias utilizadas en el area de los alimentos, y conocidas por su agradable
textura, su capacidad para mejorar el sabor y color y su versatilidad en el disefio de la formay
el tamafio del producto final [1,2]. En el drea farmacéutica constituyen una alternativa
interesante para la administracion de fdrmacos en pacientes pediatricos y en adultos o ancianos
que padecen disfagia. Ademads, las gomas masticables también son seleccionadas para
vehiculizar farmacos en altas dosis porque, como se menciond, no presentan un limite de

tamanfio definido.

Los geles 0 gomas masticables se utilizan para administrar farmacos y suplementos dietarios por
via oral, y pueden contener todos o algunos de los siguientes componentes: agentes gelificantes,
azucares, agua, edulcorantes y agentes aromatizantes. Los geles masticables mantienen su
forma moldeada, son eldsticos y estdn destinados a ser masticados antes de tragarlos.
Popularmente se conocen como "gomitas", en las industrias de confiteria y suplementos

dietarios, pero este término no se utiliza en los textos oficiales [2].

Desde un punto de vista tecnoldgico, las gomas masticables son dispersiones acuosas de
sacarosa y jarabes de glucosa combinadas con agentes gelificantes, acidos, aromas y colorantes.
Se caracterizan por tener una textura blanda y masticable, conferida por un gel a base de
gelatina, aunque pueden contener otros agentes gelificantes, como es el caso del almidén o la
pectina, entre otros [3,4]. La seleccidn del agente gelificante debe recibir especial atencidn, ya
gue es el responsable de otorgar una textura Unica al producto y las caracteristicas particulares
para su manipulacién [4,5]. Una gran ventaja que presentan estas formas farmacéuticas es que
su elaboracién puede ser magistral (ademds de industrial), dado que pueden confeccionarse

mediante procedimientos simples, sin la necesidad de equipamientos sofisticados.

Los principales componentes de esta tecnologia incluyen:

e Principios activos

Se puede considerar una amplia variedad de farmacos, incluidos los de venta libre y los de
prescripcidn bajo receta, asi como también los suplementos dietarios. Se deben tener algunas

consideraciones que incluyen, por ejemplo, la estabilidad del farmaco en un medio acuoso
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ligeramente acido, el tamaio de particula adecuado para evitar una sensacién arenosa en la
boca y la ausencia de interaccion con cualquier sistema de gelificacidn. Algunos ejemplos de IFA
vehiculizados en gomas masticables incluyen vitaminas (por ejemplo, acido ascorbico),
minerales, aceites omega-3, fibras, extractos vegetales y otros suplementos alimenticios [1].
Ademas, se ha estudiado la incorporacién de analgésicos (como ibuprofeno, paracetamol y

meloxicam) en gomas masticables, obteniéndose resultados prometedores [6].

e Agente gelificante

Existen diversos hidrocoloides que pueden ser utilizados en la preparacidon de las gomas
masticables, como pectinas, almiddn, alginatos y gelatinas, entre otros. Cada uno de estos
agentes, solos o en combinacién, dardn lugar a geles con una amplia variedad de estructuras y
texturas. Dado que en esta Tesis se utilizara la gelatina como agente gelificante, a continuacion

se hard una descripcién detallada de la misma.

La gelatina animal se elabora a partir de la hidrélisis parcial del coldgeno, presente en la piel y
los huesos de los animales [7]. Estd compuesta por aminoacidos como prolina, hidroxiprolina,
alanina y glicina, constituyendo esta Ultima aproximadamente un tercio de la molécula (Mitchell,
1976). Es un biopolimero con amplias aplicaciones no sélo en la industria alimentaria, sino
también en la industria farmacéutica (para la elaboracién de capsulas de gelatina) y en

cosmética [8].

La gelatina es el agente gelificante mas popular, debido a su buena disponibilidad, facilidad de
uso, agradable textura en la boca, rapida disolucién en el tracto gastrointestinal y a que
conforma un gel “fisico”. Esto significa que las fuerzas involucradas en los entrecruzamientos no
son enlaces quimicos covalentes, sino fuerzas de tipo dipolo-dipolo, transferencia de carga,
puente hidrégeno, entre otras, que le otorgan a estos geles la termoreversibilidad caracteristica

[4,9].

Cuando la gelatina se pone en contacto con agua fria, se hincha absorbiendo de 5 a 10 veces su
volumen de agua. Cuando se calienta a temperaturas por encima del punto de fusién, la gelatina
hinchada se disuelve, formando una solucidn coloidal o sol. Al enfriarse, este sol es convertido
en un gel. Esta conversidn sol-gel es un proceso reversible, tedricamente ilimitado, siendo ésta

la propiedad tecnoldgica por excelencia de la gelatina [10].

Durante la gelificaciéon se produce una pérdida de la movilidad de las cadenas polipeptidicas,
dando lugar a hélices estabilizadas que, al enfriarse, se reordenan y acaban formado una red

tridimensional o gel [11]. El gel de gelatina se forma cuando la concentracidn de gelatina es lo
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suficientemente alta y la temperatura es lo suficientemente baja, lo que permite moldear
productos en caliente. La cinética de gelificacion se puede dividir en dos fases: (i) durante la
primera hora, la resistencia del gel aumenta en forma rdpida, debido principalmente a la
formacidn de nuevas reticulaciones; (ii) luego, el aumento de la fuerza del gel por extension de

los enlaces cruzados se ralentiza, y es lineal con el logaritmo del tiempo [12].

La capacidad gelificante de la gelatina se suele medir en grados Bloom. Un grado Bloom es una
medida estdndar de la fuerza aplicada para provocar una deformacion en un gel a una
concentracién y temperatura estandarizada. En general, los valores Bloom de las gelatinas
comerciales van desde 50 a 275, siendo los mds utilizados para la preparacién de gomas
masticables aquellos entre 150 a 250. A mayor valor Bloom se obtienen geles mas firmes, para
una determinada concentracion de gelatina [7]. De todas maneras, una gelatina de un
determinado valor Bloom puede reemplazarse por otra de diferente valor y dar la misma firmeza
del gel, al cambiar la concentracidn de gelatina, utilizando tablas de conversidn especificas. Sin
embargo, al realizar este intercambio se pueden afectar otras propiedades de textura. Por
ejemplo, la textura de una goma masticable formulada con gelatina de 250 Bloom es mucho mas
corta (se rompe mas facilmente) que la de una goma equivalente hecha con gelatina de 150

Bloom, a la misma fuerza de gel [13].

Las propiedades de los geles de gelatina, concretamente su rigidez y resistencia, dependen de
factores tales como la temperatura, pH, contenido en cenizas, presencia de algun aditivo,
método de obtencidn, fuerza intrinseca, historia térmica y concentracién, entre otros. Las
condiciones existentes durante el procesado también pueden afectar a las propiedades del gel
de gelatina. Asi, la gelatina puede degradarse y perder sus propiedades gelificantes bajo
condiciones de altas temperaturas, valores extremos de pH o fuerte agitacion. La relacidn entre
la concentracidn y la resistencia del gel estd dada, entre otros factores, por la influencia sobre
los enlaces intermoleculares dentro de la red. Desde un punto de vista reolégico, los geles de
gelatina a baja concentracién tienen un caracter mas liquido, mientras que los geles de alta
concentracién se comportan mds como materiales sélidos. La fuerza del gel también se ve
seriamente afectada por valores extremos de pH de la soluciéon, mientras que permanece
estable a valores de pH entre 4 y 9. Los geles diluidos (<2%) son mas afectados por este factor,

mientras que los geles mas concentrados (> 10%) son relativamente insensibles al pH [12].

La gelatina proporciona texturas que no pueden ser obtenidas con otros gelificantes. No
obstante, puede combinarse con otros hidrocoloides para obtener diferentes texturas; por

ejemplo, con goma acacia (textura compacta), almidéon (intermedia) o pectina (blanda y
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guebradiza). Las cualidades organolépticas Unicas proporcionadas por la gelatina dependen
fuertemente de su punto de fusidn (que a su vez esta influenciado por el valor Bloom), la
viscosidad de la gelatina y la concentracién del gel. Estas, a su vez, pueden ser alteradas por
otros componentes incorporados en el producto en cuestién, como por ejemplo, sales, aztcares
y otros agentes gelificantes o espesantes, que una vez disueltos en el gel, pueden interaccionar

con la gelatina potenciando la formacién del gel o produciendo el efecto contrario [14].
e Agua

Las gomas masticables se caracterizan por tener un contenido final de agua entre 8 y 22 %, vy,
por lo tanto, existe cierto riesgo de que las variaciones de humedad pueden llegar a afectar sus
propiedades fisicas. La adicidn de agua en estas formulaciones cumple la funcién de disolver los
agentes gelificantes, edulcorantes, colorantes y saborizantes. La vida util, la textura y la
estabilidad de los ingredientes estan directamente relacionadas con la dindmica del agua en este
tipo de productos. Ademas, en la produccién de formulaciones gelificadas, el agua actia como

un agente plastificante para ayudar a la formacién del gel [4].
e Endulzantes

Por lo general, la sacarosa y el jarabe de glucosa son los endulzantes por eleccién. Se utilizan en
proporciones altas, respecto a otros excipientes. Generalmente, el contenido varia entre el 40 y

el 60 % del total de la formulacion [13].

Alternativamente, se pueden encontrar varias versiones sin azlcar de gomas masticables,
comunmente denominados productos “libres de azucar” o “sugar-free”, en los cuales se utilizan
edulcorantes. La sustitucion de grandes cantidades de azlcar por cantidades equivalentes en
peso de edulcorantes se puede realizar empleando polialcoholes como sorbitol, maltitol, xilitol,
isomalt, entre otros. Las funciones especificas de los polialcoholes, en general, incluyen el
control de la viscosidad y textura, la retencidon de humedad, la reduccion de la actividad de agua,
el control de la cristalizacidn, a la vez que actian como sustancias de relleno, son bajos en
calorias y aportan un dulzor natural y suave [14]. Ademas, son mucho mas faciles de digerir que
la sacarosa, se metabolizan poco a poco y se absorben de manera incompleta. De esta manera,
las gomas masticables libres de azlcar, ademas de ser aptas para pacientes diabéticos y ser no-
cariogénicas, evitan problemas de estabilidad y textura relacionadas a la presencia del azucar

[13].

En particular, en esta Tesis se utilizd el sorbitol como endulzante. A diferencia de otros

carbohidratos, el sorbitol no participa de las reacciones de Maillard, ya que no posee grupos
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aldehidos o ceténicos que puedan intervenir en este tipo de reaccidén. Ademas, presenta alta
solubilidad en agua, lo que le confiere una alta capacidad de hidratacion, permitiendo asi la
reduccion de la actividad acuosa y, consecuentemente, el control del crecimiento microbiano

[15].

e Acidulantes

Su incorporacidon no sélo mejora el sabor sino que también proporciona un pH mas bajo,
necesario para prevenir la contaminacion microbiana [1]. Para este proposito suelen utilizarse
acidos orgdnicos, como acido citrico, lactico, malico, entre otros. Sin embargo, las temperaturas
utilizadas en la preparacion de las gomas masticables, junto con el disminuido pH, pueden
provocar la degradacion de la gelatina y la inversidn del azucar. Esto llevaria a productos
indeseablemente pegajosos y a una elasticidad reducida. Para minimizar esta problematica, el
acidulante es afiadido idealmente a temperaturas mas bajas, justo antes del proceso de

elaboracién por moldeo [1, 13].

e Otros componentes

Saborizantes: Los atributos del sabor dependen del tipo de agente gelificante utilizado y del tipo
de acido organico, si esta presente. Los saborizantes liquidos, ya sea a base de agua o aceite,
son comunmente utilizados en la elaboracién de gomas masticables, en porcentajes bajos, entre

0,1-0,2 %y hasta un 3 % [13].

Colorantes: Se utilizan, normalmente, colorantes solubles en agua, en pequefia cantidad (<1 %),
la cual depende de factores tales como el grosor de la goma, la claridad, el tipo de hidrocoloide
utilizado y el método de acabado final del producto (por ejemplo lubricacion o recubrimientos
con azucar). Los colorantes deben ser estables a altas temperaturas y bajos pH. Se asume que
tendran un efecto imperceptible en la textura de los geles, afectando Unicamente la apariencia

y, en algunos casos, la percepcion del sabor [13].

Conservantes: Si bien el crecimiento de microorganismos puede evitarse con una combinacion
de factores, tales como el bajo pH y una actividad acuosa adecuada, se puede recurrir al
agregado de conservantes como metil y propil parabenos, acido benzoico o su sal de sodio y

acido sdrbico o su sal de potasio [1].

En cuanto al proceso de fabricacién, las gomas masticables suelen producirse por moldeo [16].
En la Figura 5.1 se esquematiza la secuencia de etapas tipicas presentes en todo proceso de

produccidon de gomas masticables basadas en gelatina, por esta metodologia.
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Figura 5.1. Esquema de la secuencia de etapas tipicas en la elaboracion de gomas masticables de gelatina
por moldeo

Una solucidon de gelatina, que finalmente dara lugar al gel, se puede obtener a través de una
solucidon indirecta o de una solucién directa [4]. En el primer caso, es decir, para formar la
solucidn indirecta, las particulas de gelatina se agregan al agua fria, asegurandose de que todas
se humedezcan uniformemente, dejandose hidratar durante un tiempo suficiente hasta que se
forme una masa suave vy friable. Luego, esta masa se calienta a 50 - 60 °C, dando lugar a la
solucion de gelatina. La agitacién constante de la solucidn ayuda a la disolucidn [4, 17]. Por otro
lado, el método de disolucién directa elimina la etapa de hidratacién en frio, pero requiere de
temperaturas mds elevadas, tipicamente de 60 - 80°C, y de agitacidn a alta velocidad, para
garantizar la ausencia de aglomerados cuando la gelatina se introduce en el liquido [4, 17]. El
agua se calienta y se agita vigorosamente para crear un vértice. Luego se agrega la gelatina
lentamente, deteniéndose de vez en cuando para permitir que el polvo se humedezca antes de
nuevas incorporaciones. Cuando se ha agregado toda la gelatina, se continda agitando durante

unos minutos mas para asegurar la dispersion completa de la misma [4, 17].

En esta Tesis se utilizé el método de solucion indirecta, dado que permite trabajar a menores

temperaturas y no requiere de agitacion a alta velocidad, permitiendo la elaboracién magistral
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de las gomas masticables. El proceso de fabricacion esquematizado en la Figura 5.1, ha sido

expuesto detalladamente y documentado en forma fotografica en la seccién 2.2.5.1.

Es importante aclarar que en la preparacion de las gomas masticables, el IFA puede incorporarse

de diversas formas:

e Disuelto en la fase acuosa de la matriz gel.
e Disuelto o dispersado como gotitas de emulsién, a base de lipidos, que luego se
suspenden en toda la matriz gel.

e Como agregados sdlidos o particulas suspendidas a lo largo de la matriz del gel.

En el primer caso, si el principio activo es soluble y estable en medio acuoso y, ademas, no tiene
problemas de palatabilidad, es posible disolverlo en la fase acuosa de la goma masticable. Se
debe considerar que tener principios activos disueltos puede aumentar la fuerza idnica de la
solucion, lo que afectara la capacidad de gelificacidn de la gelatina. En algunos casos, se puede
recurrir a la complejacién, por ejemplo, con ciclodextrinas, para aportar mayor solubilidad y

estabilidad al principio activo [7].

En el segundo caso, los principios activos lipofilicos pueden vehiculizarse en lipidos, que
posteriormente se dispersardn en la fase acuosa que contiene el agente gelificante, formando
una emulsidn. Este enfoque, de solubilizar el IFA en un portador lipidico, permite mejorar la
biodisponibilidad de farmacos de baja solubilidad acuosa, ya que se elimina la etapa que limita
la velocidad de la disolucidon [7]. También se han descripto estructuras de emulsién mas
complejas, tales como emulsiones dobles (W/O/W), que se utilizan como estrategia para
mantener el IFA dentro de las gotitas de agua internas, protegiendo al farmaco de las
condiciones gastricas [18]. Cuando las gotitas de aceite se digieren en el intestino delgado,

finalmente se libera la fase de agua interna y, por lo tanto, el farmaco.

Por ultimo, cuando el principio activo no es soluble en un medio acuoso, se puede incorporar
suspendido en la matriz que forma la gelatina. Al masticar y digerir la goma, la gelatina se
disuelve o se desintegra, y las particulas del farmaco son liberadas. Al usar como agente
gelificante la gelatina, que funde rdpidamente a la temperatura corporal, se asegura una
liberacidn rapida del principio activo [7]. Particularmente, en esta Tesis, el agregado del farmaco
se efectud siguiendo esta modalidad, sélo que el mismo se encuentra en forma de

nanosuspension.

Considerando que la calidad del producto final puede ser modificada por la seleccién del agente

gelificante, las condiciones de procesamiento y el agregado de aditivos, se espera establecer si
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una nanosuspension de alta dosis de farmaco puede ser vehiculizada en una goma masticable
[5, 16, 19]. Este enfoque es novedoso ya que permitird evaluar la vehiculizacién de un principio
activo poco soluble en agua, en una formulacién semisélida pediatrica de rapida disolucién oral,
manteniendo las propiedades optimizadas de las nanoparticulas. Para ello, se evaluara la
influencia del agregado de NS de PZQ sobre los principales atributos de calidad de las gomas
masticables, incluyendo pH, actividad acuosa, textura, contenido de humedad, contenido de

farmaco y desintegracidn, y se realizara un control microbiolégico preliminar.

5.2. Formulaciones

Se propusieron seis formulaciones diferentes disefiadas sobre la base de pruebas preliminares,
en funcién de adaptaciones de férmulas descriptas en bibliografia [20,21]. En dichas pruebas
preliminares se incluyeron distintos agentes gelificantes, como alginato de sodio y pectina, con
y sin la incorporacién de cloruro de calcio, los cuales fueron posteriormente descartados debido
a que no se obtuvieron sistemas adecuadamente gelificados, bajo las condiciones propuestas.
Por tal motivo se prosiguié utilizando Unicamente gelatina, como agente gelificante, en virtud
de los resultados mas promisorios hallados con este hidrocoloide. Por su parte, la mezcla de

gelatina y glicerina fue una adaptacién de la combinacién descripta en literatura especifica [21].

Asimismo, se evalud la posibilidad de incorporar el IFA en forma de NS o de polvo SA
redispersado en agua, tal cual se describié en la seccién 2.2.5.1. La concentracién de la NS
incorporada fue del 1 % (p/v), de manera que el contenido de PZQ por gomita fue de 25 mg. Por
otra parte, la utilizacion de polvos SA resuspendidos permite flexibilizar la dosis debido a que
éstos se incorporan dispersos en un volumen menor de agua, respecto a la NS. Asi, se propuso
la formulacién de dos dosificaciones de PZQ por goma masticable: 25 mg (resuspendiendo el
polvo nanocompuesto a una concentracion final del 2 %) y 150 mg (resuspendiendo el polvo al
12 %). El objetivo de estas evaluaciones fue determinar la posible variacidn de los atributos de
calidad de las gomas, en funcién de la cantidad de IFA y agua incorporada en su elaboracion.
Cabe aclarar que la resuspension del polvo SA a tales concentraciones no afectd
significativamente el tamano de particula finalmente obtenido. Ademads, se evaluaron dos
concentraciones de gelatina, 8% y 12%, porcentajes que se encuentran en el rango
recomendado de uso de este hidrocoloide en gomas masticables [13]. La nomenclatura de cada
formulacion desarrollada se presenta en la Tabla 5.1, mientras que en la Tabla 5.2 se indica la

composicion cuali-cuantitativa de las formulaciones finales.
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Tabla 5.1. Nomenclatura de las formulaciones

Formulacién Nomenclatura
Gelatina 12%, con agregado de PZQ en Gl
forma de NS
Gelatina 12%, con agregado de PZQ en G2
forma de polvo (25 mg)
Gelatina 12%, con agregado de PZQ en G3
forma de polvo (150 mg)
Gelatina 8%, con agregado de PZQ en G4
forma de NS
Gelatina 8%, con agregado de PZQ en G5

forma de polvo (25 mg)

Gelatina 8%, con agregado de PZQ en G6
forma de polvo (150 mg)

Tabla 5.2. Composicion cuali-cuantitativa de las gomas masticables preparadas.

Componente G1 (%)? G2 (%)? G3 (%)? G4 (%)? G5 (%)° G6 (%)°
Gelatina 12,5 12,3 12,4 8,2 8,0 8,1
Agua 17,6 24,8 24,8 16,3 13,5 15,2
Glicerina 9,5 18,8 18,7 10,3 26,3 25,5
Sorbitol 9,7 19 19,1 10,5 26,8 25,9
Acido Citrico 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
NS o polvo SA 50,3 24,8 24,8 54,4 25,1 25,2

redispersado

Total 100 100 100 100 100 100

2 Los porcentajes se encuentran expresados como % p/p.
5.3. Resultados
5.3.1. Procesamiento y estabilizacion

Durante el proceso de estabilizacidn, las gomas masticables fueron pesadas a intervalos
regulares, hasta lograr un peso constante, lo cual se interpretd como la finalizacién del proceso.
En la Figura 5.2 se muestran los cambios en el peso de las gomas masticables formuladas, en
funcién del tiempo. Como puede observarse, al momento de la fabricacidn todas las gomas

masticables tienen un peso homogéneo, alrededor de los 4 gramos/unidad. Durante la
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estabilizacién, la pérdida de peso fue significativamente mayor para las gomas masticables
elaboradas con NS (G1 y G4), con respecto a las fabricadas con polvo nanocompuesto
suspendido (G2-G3, G5-G6); tendencia que no se vio influenciada por la concentracién de la
gelatina (Figura 5.2). Tal es asi que el peso promedio final de las gomas masticables elaboradas
con NS resulté ser de 1,9 y 1,5 gramos, para G1 y G4 respectivamente; mientras que las gomas
masticables elaboradas con polvo SA redispersado exhibieron un peso medio final
sustancialmente mayor (2,9; 3,1; 3,6 y 3,4 gramos, para G2, G3, G5 y G6 respectivamente). A su
vez, la estabilizacion de las gomas masticables G1 y G4 insumié un mayor tiempo. Este
comportamiento tendria su explicacidn en el diferente contenido de agua de las formulaciones
elaboradas [22]. La mayor pérdida de peso observada para G1 y G4 puede deberse al mayor
contenido inicial de agua en estas formulaciones, que lleva a una mayor pérdida de humedad
durante el proceso de estabilizacidn en un ambiente de alta sequedad, tal como se discutira en

la seccion 5.3.2.1

Se determind que el tiempo de estabilizacién promedio de las gomas es de 12 dias, en las

condiciones fijadas, alcanzandose la estabilizacion completa a los 15 dias.
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Figura 5.2. Grafico de estabilizacién de las gomas masticables formuladas, en funcién de la variacién de
peso en el tiempo. (a) gomas masticables elaboradas con una concentracién de gelatina al 12% vy (b) gomas
masticables elaboradas con una concentracidn de gelatina al 8%.

Por otra parte, se determinaron las dimensiones (alto y ancho) de las mismas gomas
masticables, obteniéndose los resultados presentados en la Tabla 5.3. Puede observarse que la
formulacion G1 presenta un cambio significativo en sus dimensiones, a diferencia de las gomas
G2 y G3. La misma tendencia se observa para el grupo de gomas masticables confeccionadas
con 8% de gelatina (G4 con respecto a G5 y G6). Asimismo, las formulaciones G1 y G4 resultaron
ser las mds pequeiias (en ambas dimensiones) luego del proceso de estabilizacidn. Esto se
encuentra en buen acuerdo con la mayor proporcion de agua en la féormula inicial y el

significativo porcentaje de pérdida de peso durante la estabilizacién, para ambos casos.
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Tabla 5.3. Dimensiones de las gomas masticables

Formulacién Alto (cm) Ancho (cm)
Gl Dia 1l 1,21+ 0,06 1,90+0,01
Dia 15 0,82 £0,03 1,57 + 0,03

G2 Dia 1l 1,20+ 0,01 1,94 +£ 0,05
Dia 15 1,00+ 0,01 1,90+ 0,04

G3 Dia 1l 1,18+ 0,01 1,92 +0,04
Dia 15 1,00+ 0,01 1,89+ 0,01

G4 Dial 1,20+ 0,03 1,90 + 0,02
Dia 15 0,79+ 0,04 1,50 + 0,02

G5 Dia 1 1,21+ 0,06 1,92+0,04
Dia 15 1,11+0,01 1,89+ 0,01

G6 Dia 1 1,20+ 0,03 1,93+ 0,02
Dia 15 1,10+ 0,05 1,91+ 0,05

La determinacion de las dimensiones de la formulacidn brinda informacién sobre las
caracteristicas geométricas/fisicas de las gomas masticables, las cuales hay que tener en cuenta
a la hora de establecer los controles de calidad, especialmente los correspondientes a textura,
ya que son particularmente afectados por ellas [4]. En |a Figura 5.3 se muestran fotografias de
las formulaciones estabilizadas, sobre las cuales se realizaron los ensayos fisicoquimicos,
mecanicos y farmacéuticos que se detallaran a continuacién. Asimismo, alli puede observarse
gue las gomas masticables resultaron de un color opaco, y en el caso de las formulaciones con
mayor dosis de farmaco, presentaron un color blanquecino, debido a la coloracidn caracteristica

del PZQ (materia prima) y a que éste es insoluble en la matriz de gelatina.
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Figura 5.3. Fotografias de las distintas gomas masticables desarrolladas, una vez finalizado el proceso de
estabilizacion.

5.3.2. Caracterizacidon fisicoquimica, mecdnica y farmacéutica de las formulaciones

estabilizadas

Una vez lograda la estabilizacién de las gomas masticables, se llevaron a cabo las

caracterizaciones fisicoquimicas, mecanicas y farmacéuticas que se detallaran a continuacién.
5.3.2.1. Contenido de humedad

El contenido de humedad de las gomas masticables se realizé por el método de Karl-Fischer
segln lo enunciado en la seccién 2.2.5.2.1. Tal como alli se indicd, este estudio fue realizado
sobre las gomas masticables G1, G3, G4 y G6, con el fin de evaluar la influencia del contenido de
gelatina y la forma de incorporacién del principio activo sobre los valores finales de contenido

de humedad. Los resultados obtenidos se indican en |la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Resultados del contenido de humedad de las diferentes gomas masticables

Formulacién Contenido de humedad (g/100g)
G1 23,614
G3 23,1+1,0
G4 22,2+1,3
G6 23,30,7
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Como se puede observar, los valores fueron muy similares entre si, obteniéndose
aproximadamente 23 gramos de agua por cada 100 gramos de goma masticable. Estos
resultados indican que ni el contenido de gelatina ni la forma de incorporacién del principio
activo afectaron el porcentaje de humedad final. De esta manera, todos los sistemas
desarrollados llegaron al equilibrio, relacionandose los valores informados a la maxima cantidad
de agua que pudieron perder las gomas masticables. Este porcentaje de humedad estd en buen
acuerdo con aquellos reportados en bibliografia, donde se indica que el contenido de agua en
este tipo de producto puede encontrarse entre un 8 % y un maximo cercano al 22-25 % [23], por

lo que las formulaciones desarrolladas poseen valores aceptables de porcentaje de humedad.

Los resultados expuestos estan en buen acuerdo con los datos informados de pérdida de peso
(Figura 5.2). En el caso de las gomas masticables que incorporaron el PZQ en forma de NS (Gl y
G4) se partié de un porcentaje tedrico de humedad del 70 %. Comparado con el valor de
humedad final (post-estabilizacién) obtenido por Karl Fischer, de aproximadamente 23 %, se
observa una reduccion cercana al 50 % en el contenido de humedad, y ese valor coincide con el
50 % de pérdida de peso que sufrid la formulacidn. De la misma manera, las gomas masticables
preparadas con polvo nanocompuesto suspendido (G2, G3, G5 y G6) parten de un porcentaje
tedrico de humedad del 45-50 %, alcanzando valores post-estabilizacién del 23 %, con lo que
aproximadamente hay un 25% de pérdida de humedad, coincidente con la variacion de peso

cercana a ese mismo porcentaje (Figura 5.2).

5.3.2.2. Determinacion de pH

El valor de pH obtenido para todas las gomas masticables estabilizadas se encontré en el rango
comprendido entre 4,4 y 4,5. Estos valores de pH son considerados aceptables, dado que la
fuerza del gel se ve afectada para valores de pH menores a 4 y mayores a 10 [7]. Por otro lado,
valores bajos de pH son favorables para evitar el crecimiento microbiano, que puede provocar

mal olor, defectos en |a palatabilidad y en la apariencia de la forma farmacéutica [1].

5.3.2.3. Analisis de Textura

La determinacién de los atributos de textura, principalmente la dureza y la gomosidad, asi como
las dimensiones de las gomas masticables, permiten evaluar las caracteristicas fisicas de estas
formas farmacéuticas, de modo que sean adecuadas para la utilizacién y aceptacién por parte
del paciente. Este ensayo se realizd de acuerdo a lo enunciado en la secciéon 2.2.5.2.3. Las gomas
masticables estudiadas mediante el analisis de textura presentan un perfil tipico, tal como se

observa en la Figura 5.4.
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Figura 5.4. Perfil tipico de textura de las gomas masticables formuladas que corresponde especificamente

aG4a

Los resultados obtenidos luego del ensayo TPA se describen en la Tabla 5.5. Es importante
destacar que la adhesividad no ha sido reportada dado que, en todos los casos, resultd
despreciable. La adhesividad es una medida del trabajo necesario para superar las fuerzas
atractivas entre la superficie de la goma y la superficie de otros materiales con los que entra en
contacto (por ejemplo, la lengua, los dientes, el paladar, etc.), por lo que estd estrechamente
relacionada con las propiedades de la superficie [24]. En otras palabras, se espera que este
parametro sea nulo dado que es una caracteristica indeseable en la formulacion de gomas

masticables.

Fuerza (N)

\

N

Tabla 5.5. Resultados del ensayo de analisis de textura

Tiempo (seg)

Formulacién Dureza (N) Elai;:::‘it;ad Cohesividad Gomosidad (N)
Goma Comercial 12,26 £ 0,43 4,34+ 0,40 0,90+ 0,03 11,03 +0,83
G1 26,54 +2,18 4,19+ 0,16 0,90+ 0,01 23,39+2,04
G2 23,30+1,22 512 +0,11 0,93+0,01 21,68 +1,03
G3 21,72 +1,54 4,89+0,23 0,93 + 0.07 20,20+1,12
G4 21,79 +1,28 3,66 +0,13 0,90 + 0,02 19,49 + 0,80
G5 15,59 + 0,50 5,07 +0,14 0,95 + 0,06 16,80 + 0,54
G6 14,68 + 0,95 4,90+ 0,27 0,95 + 0,06 13,84 +1,43

Dado que no fue posible encontrar valores de referencia codificados para cada uno de los

parametros de textura, los resultados se compararon con aquellos obtenidos a partir de una
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goma masticable comercial de referencia (conteniendo un complejo multivitaminico). Se debe
tener en cuenta ademads que existe muy poca informacién sobre analisis de textura de gomas
masticables medicinales (e incluso de confiteria) en la literatura. Ademas, el ensayo de textura
es estrictamente dependiente de los parametros geométricos de la formulacién, por lo que

resulta critico que éstos permanezcan constantes en una misma muestra [4, 16].

En primer lugar, la dureza se define como la fuerza necesaria para lograr deformacion a la
primera compresion [24]. La goma de referencia mostré valores de dureza de alrededor de 12
N, mientras que las gomas formuladas en esta Tesis mostraron resultados mayores y mas

variables (Tabla 5.5).

La principal tendencia observada indica una correlacién entre la concentracion de gelatina y los
parametros de dureza y gomosidad de los productos obtenidos (a mayor concentracion de
gelatina, mayores valores para estos parametros), lo cual concuerda con lo reportado en
bibliografia [9,25]. Cuando se compard la forma de incorporacién del IFA, para una misma
condicidn de concentracidn de agente gelificante, se evidencié que la dureza del producto
resultd mayor para las gomas masticables fabricadas utilizando la NS de PZQ, es decir, cuanto
menor fue el contenido de agua. Si bien el resultado de humedad post-estabilizacién obtenido
por Karl Fischer fue similar en todas las formulaciones, este valor esta expresado en contenido
porcentual de agua, y no por unidad fabricada, como se refieren las mediciones de analisis de
textura. Si relacionamos el porcentaje de humedad hallado con el peso final de las gomas
masticables estabilizadas, podemos concluir que el contenido total de agua en las formulaciones
elaboradas con NS (G1y G4) es menor, respecto a las producidas utilizando polvo SA suspendido.
Asimismo, la glicerina y el sorbitol, que actian como plastificantes en la formulacién, también
estarian favoreciendo a estos resultados. Un agente plastificante tiene la capacidad de retener
agua en las formulaciones, al mismo tiempo que reduce la rigidez y mejora la flexibilidad de la
gelatina [26]. En el caso de las gomas masticables elaboradas con NS (G1 y G4), si bien se parte
de un mayor contenido de agua inicial, ésta se pierde en una gran proporcion durante la fase de
estabilizacién, lo cual puede relacionarse con el menor contenido de glicerina y sorbitol presente
en la férmula. En el caso de la incorporacidn de PZQ en forma de polvos SA redispersados (G2-
G3, G5-G6), la cantidad de agua incorporada inicialmente es menor, pero ésta se pierde en
menor proporcion durante el proceso de secado, quizas favorecido por la mayor concentraciéon
relativa de glicerina y sorbitol (plastificantes). Por ello, la mayor dureza exhibida por las gomas
masticables elaboradas con NS de PZQ podria ser el resultado de la conjuncidon de ambos
factores: menor contenido de agua final por unidad (ocasionada por una mayor pérdida durante

el proceso de estabilizacion) y menor contenido proporcional de los agentes plastificantes
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glicerina y sorbitol [22, 27]. Estos resultados coinciden con los reportes de literatura, los cuales
indican que a medida que disminuye el contenido de humedad, la textura de las gomas
masticables evoluciona de blanda a dura y quebradiza, y que durante el almacenamiento, el
intercambio de agua entre las gomas masticables y el medio ambiente puede afectar a los
atributos fisico-quimicos, dando como resultado un endurecimiento (pérdida de humedad) o

ablandamiento (ganancia de humedad) de las formulaciones [14, 28].

Por otro lado, la elasticidad se define como la velocidad a la cual un material deformado
recupera sus dimensiones originales luego de la compresidn [24]. La tendencia de los resultados
obtenidos indica que, al igual que lo enunciado para dureza, la presencia de los plastificantes
(glicerina y sorbitol) estaria influenciando la respuesta en este parametro. Como se dijo
anteriormente, los plastificantes reducen la rigidez de la gelatina, haciéndola mas flexible, lo
cual aumentaria la elasticidad de las gomas masticables, a medida que aumenta su
concentracién. Es decir, las gomas masticables elaboradas con polvo SA redispersado
presentaron valores de elasticidad mayores, en comparacion con las fabricadas con NS,

atribuyendo este comportamiento a su mayor contenido de plastificantes.

Por su parte, la cohesividad corresponde a las fuerzas internas del material que lo mantienen
integro [24]. Para las gomas formuladas, los resultados no variaron significativamente entre las
dos concentraciones de gelatina ensayadas, aunque si se observan sutiles diferencias entre la
forma de incorporacidn del principio activo. Asimismo, los resultados de las formulaciones

propuestas resultaron estrictamente similares a la formulacidon comercial de referencia.

La gomosidad podria definirse como la energia requerida para desintegrar un producto
semisodlido hasta dejarlo listo para su deglucién [24]. Dado que en su calculo estan involucrados
los parametros de dureza y cohesividad, es razonable que la gomosidad aumente en forma
directamente proporcional con la dureza. Asimismo, este parametro resulté l6gicamente mayor
al aumentar la concentracion de gelatina pues, como ya se ha comentado, existe una marcada

correlacién entre la concentracidn del agente gelificante y el atributo de dureza [9, 25].

De acuerdo a lo descripto, tanto la concentracién de gelatina como la forma de incorporacién
del principio activo, estaria afectando algunas de las propiedades de textura de las gomas

masticables propuestas en este trabajo de Tesis.
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5.3.2.4.Ensayo de desintegracion

El ensayo de desintegracion se realizd segun lo expuesto en la seccién 2.2.5.2.4. Con el fin de
evaluar lainfluencia de la masticacién, propia de estas formas farmacéuticas, el ensayo se realizé
tanto con las gomas masticables enteras como cortadas en 4 partes iguales. Los resultados

obtenidos se observan en la Tabla 5.6.

Tabla 5.6. Tiempo de disgregacion de las diferentes gomas masticables (enteras y cortadas)

Formulacién Tiempo de desintegracion (min) Tiempo de desintegracién (min)
Unidad entera Unidad cortada
Gl 35 24
G2 27 17
G3 27 17
G4 23 15
G5 21 10
G6 22 10

En primer lugar, se observan diferencias significativas en el tiempo de desintegracion, segun la
forma de presentacién de la goma masticable (entera o cortada). Dado que estas son formas
farmacéuticas destinadas a ser masticadas, los valores obtenidos para las gomas particionadas
serian los mas cercanos a una situacion real. En este caso, todos los tiempos de desintegracion
resultaron menores a 30 minutos, valor limite correspondiente a capsulas de gelatina tomado
como referencia [29-31]. Cabe aclarar que el tiempo registrado corresponde al momento en que
las gomas masticables se desintegraron por completo, evidencidndose a través de una total
disolucién de la matriz de gelatina, con ausencia de aglomerados. Por otra parte, puede
observarse la influencia de la proporciéon de gelatina sobre el tiempo de desintegracién. Aquellas
gomas con mayor contenido de gelatina (G1 a G3), demoraron mdas en desintegrarse
completamente, lo cual guarda estrecha relacion con la dureza obtenida para las mismas

formulaciones.

Ademads, conocer el tiempo de disgregacién es critico, dado que la formulacién debe
desintegrarse para liberar el principio activo. Como se mencioné al inicio de este capitulo, las
gomas masticables estan disefiadas para la administracion de principios activos a personas que
no puedan deglutir los comprimidos convencionales, y asi mejorar la adherencia a los
tratamientos. Sin embargo, el grado en que cada goma se mastica puede variar de individuo a
individuo, siendo completamente masticada o simplemente deglutida en trozos. Por este

motivo, y aunque el estudio de disgregacion no se exige en los textos regulatorios para formas
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masticables [29], diferentes autores se plantean la necesidad de tenerlo en cuenta en las etapas

de disefio de producto [32, 33].

En conclusion, los resultados obtenidos en el ensayo de desintegracién constituyen un buen
indicador preliminar del desempefio de las gomas masticables formuladas y, una vez expuesto
el fdrmaco, ya sea en forma de NS o de polvo nanocompuesto, se espera que su velocidad de

disolucién sea semejante a la de tales productos intermedios [31, 34].

No obstante es importante destacar que resulta necesario el desarrollo de métodos de
disolucion apropiados para gomas masticables, que funcionen como indicadores fehacientes del
comportamiento biofarmacéutico de estas formulaciones, ya que no se han detectado reportes

oficiales consensuados al respecto.

5.3.2.5. Actividad acuosa (aw)

La ay se puede considerar un indicador de la cantidad de agua que se halla disponible para
participar en diversas reacciones, incluida el crecimiento microbiano [23]. Los resultados
obtenidos para las formulaciones desarrolladas, segin la metodologia expuesta en la seccidn

2.2.5.2.5, se muestran en la Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Resultados de ay de las diferentes gomas masticables.

Formulacidon aw
G1 0,616 + 0,002
G3 0,576 + 0,002
G4 0,617 + 0,002
G6 0,582 + 0,001

Tal como se puede observar en la Tabla 5.7, la concentracién de gelatina incorporada a las
formulaciones no afectd los resultados de actividad acuosa. Esto coincide con los reportes de
literatura, en los cuales se indica que ciertos ingredientes solubles en agua y con un alto peso
molecular, tales como proteinas, hidrocoloides y gomas, tienen un minimo efecto sobre la
reduccion de la actividad de agua [28]. En cuanto a la concentracion y forma de incorporacion
del farmaco, los resultados obtenidos mostraron sutiles diferencias en los valores de ay. La
actividad de agua es una propiedad dependiente no sdélo del contenido en agua, sino también
de la presencia de otros solutos, como edulcorantes (polialcoholes), sales y sustancias
humectantes [28]. Los ingredientes con alta solubilidad en agua y bajo peso molecular tienen un

mayor efecto en la reduccién de la actividad acuosa. Ello explicaria por qué las gomas elaboradas
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con el polvo SA redispersado, en cuya composicidon presentan mayor proporcién de sorbitol,
exhibieron una actividad de agua ligeramente menor que las elaboradas con NS (que contienen
menos sorbitol en su formula). Ademas, las gomas masticables G3 y G6 poseen mayor dosis de

IFA, lo que también contribuiria a la sutil reduccién del valor de ay, [14].

La actividad acuosa es un pardmetro importante en las gomas masticables por su relacién con
la estabilidad microbiolégica, la textura y la migracién de agua. Un valor de ay inferior a 0,65
asegura la estabilidad y una adecuada vida util de los productos [23, 28]. En general, estas
formulaciones suelen tener una actividad de agua por debajo de 0,75 [14]. En consecuencia, los
resultados obtenidos indican que este pardmetro resulté totalmente aceptable para las

formulaciones desarrolladas.

5.3.2.6. Control microbiolégico

El control higiénico (microbiolégico) de las formulaciones desarrolladas se llevé a cabo segun lo
descripto en la seccidén 2.2.5.2.6. Las preparaciones farmacéuticas se pueden contaminar con
hongos filamentosos, levaduras y bacterias. Las materias primas naturales, el equipamiento, el
agua, los operadores, el aire y el material de empaque pueden ser fuentes de contaminacién de
los productos farmacéuticos y cosméticos [35]. La agencia reguladora de Estados Unidos Food
and Drug Administration (FDA) reconoce tres categorias de microorganismos: patdgenos,
oportunistas y objetables. Se denominan patdégenos a aquellos microorganismos o toxinas
responsables de enfermar o infectar al hombre, halldndose entre los mas comunes a Salmonella
spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Clostridium spp. Se
consideran oportunistas a aquellos microorganismos que producen enfermedad en pacientes
inmunocomprometidos; mientras que se denomina objetables a aquellos que pueden inactivar
farmacos y/o deteriorar el producto, provocando una posible falta de eficacia y seguridad. Segtn
la legislacién argentina, los parametros microbiolégicos a ensayar en formas farmacéuticas

orales no estériles incluyen [30]:

Aerobios viables totales: En este grupo se incluyen todos los microorganismos capaces de
desarrollar en presencia de oxigeno y a una temperatura comprendida entre 20 °C y 45 °C, con
una optima entre 30 °C y 40 °C. Se estima la microflora total, aunque sin especificar tipos de
microorganismos. Esta determinacion refleja la calidad sanitaria de los productos analizados
indicando, ademas de las condiciones higiénicas de la materia prima, la forma en la que fueron
manipulados durante su elaboracion. Un recuento elevado puede significar una excesiva
contaminacion de la materia prima, una deficiente manipulaciéon durante el proceso de

elaboracidn, la posibilidad de que existan patdgenos y la inmediata alteracién del producto [36].
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Hongos y levaduras: Muchos hongos saprofitos, mohos y levaduras ambientales suelen estar
ligados a contaminaciones de medicamentos y cosméticos. El impacto de la contaminacion
fungica, especialmente por mohos, viene no sélo dada por su potencial para deteriorar los
productos, sino también para producir una gran variedad de micotoxinas a las que el hombre
tiene susceptibilidad y provocar infecciones y reacciones alérgicas en personas hipersensibles.
Por estos motivos, para conocer la calidad microbioldgica de un producto, es pertinente realizar
un recuento de hongos y levaduras [36].

Staphylococcus Aureus: El género Staphylococcus estd ampliamente distribuido en la naturaleza,
se lo encuentra en la piel y mucosas de humanos y otros primates. Es frecuentemente
encontrado en la boca, sangre, gldndulas mamarias, intestino, tracto genitourinario y vias aéreas
respiratorias de sus huéspedes. Staphylococcus aureus se trata de un coco Gram positivo
perteneciente a la familia Micrococcaceae. Se encuentra perfectamente documentado que el S.
aureus es un patégeno oportunista humano y es una de las mayores causas de infecciones
agudas y piogénicas, las cuales, de no ser tratadas, pueden extenderse al tejido circundante o,
por via de una bacteriemia, a otros dérganos. La presencia del género Staphylococcus, y
particularmente S. aureus, en una materia prima o producto farmacéutico o cosmético, indica
que la fuente de contaminacién pudo haber sido humana (o sea, los operadores). Estos
microorganismos pueden ser transportados por el polvo, piel, ropa y microgotas de humedad
gue se generan al moverse, hablar y estornudar [35].

Escherechia coli: Este microorganismo es parte de la flora normal fecal de humanos y animales
inferiores. Sin embargo, algunas cepas pueden producir infecciones del tracto urinario, de
heridas y entéricas, produciendo ocasionalmente septicemia y meningitis. Su presencia en un
producto de uso o consumo humano implicaria una posible presencia de contaminacién fecal,
en especial en productos de consumo oral y en materias primas de origen natural [35].
Salmonella spp.: Es un miembro de la familia Enterobacteriaceae que puede causar muchos tipos
de infecciones, desde una gastroenteritis autolimitante hasta afecciones generalizadas como la
fiebre tifoidea y paratifoidea. Son bacilos Gram negativos anaerobios facultativos. Las
salmonelas se encuentran ampliamente difundidas en la naturaleza y como flora normal del
tracto intestinal de animales y humanos. Se distinguen de otros microorganismos causantes de
enfermedades gastrointestinales en que su presencia puede ser habitual en materias primas de
origen natural, en especial aquellas de origen animal. Posee una gran habilidad de multiplicarse
en un amplio rango de temperaturas, alcanzando recuentos muy elevados. Pueden ser
facilmente diseminadas y transmitidas de una persona a otra y producirse un prolongado

periodo de excrecion del microorganismo tras la infeccidn, origindndose lo que se conoce como

166



estado de portador. Dada la etiologia de este microorganismo es de fundamental importancia
su investigacion en materias primas de origen natural [35].

Pseudomonas aeruginosa: Es un bacilo Gram negativo no fermentador de la glucosa, y uno de
los patégenos mds importantes dentro del género Pseudomonas, con respecto al nimeroy tipo
de infecciones que causa y su relacién con la alta morbilidad y mortalidad relacionada. Este
microorganismo combina perfectamente su adaptabilidad a diferentes ambientes con una gran
variedad de factores de virulencia. El espectro de enfermedades causadas por este agente varia
desde una infeccién superficial de piel hasta una sepsis. Los individuos inmunocomprometidos
son las comunidades mas afectadas por infecciones con P. aeruginosa, y las causas estan
frecuentemente asociadas con la contaminacién de agua y de soluciones acuosas. La
importancia de investigar la presencia de P. aeruginosa en productos farmacéuticos que van a
ser administrados por via inhalatoria y ocular, asi como también en vehiculos acuosos, esta

determinada por la severidad de las infecciones que causa [35].

Los resultados obtenidos durante la evaluacion de la gelatina (materia prima) y las
formulaciones desarrolladas, asi como también los valores de aceptacién establecidos por
Farmacopea Argentina, correspondientes a la via de administracién oral, se indican en la Tabla
5.8 [30].

Tabla 5.8. Parametros microbioldgicos obtenidos para la gelatina materia prima y gomas masticables,
junto a los criterios de aceptacion establecidos por Farmacopea Argentina

Parametros Criterios de Gelatina Resultados Resultados
microbioldgicos aceptacion materia prima  obtenidos G1° obtenidos G3°
Aerobios meséfilos <1000 UFC/g o ml 30 UFC/g 110 UFC/g 210 UFC/g
Mohos y levaduras <100 UFC/g o ml 50 UFC/g 850 UFC/g 1200 UFC/g
E. Coli Ausencia/g o ml Ausencia Ausencia Ausencia
S. aureus Ausencia/g o ml Ausencia Ausencia Ausencia
P. aeruginosa Ausencia/g o ml Ausencia Ausencia Ausencia
Salmonella spp. Ausencia/g o ml Ausencia Ausencia Ausencia

2Los resultados corresponden a los valores minimos (G1) y maximos (G3) hallados durante el recuento
microbiano.

Al comparar los datos obtenidos con los limites de la legislacion vigente se puede observar, en
primer lugar, la ausencia de microorganismos patdgenos con implicancias graves para la salud,
es decir, E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y Salmonella spp. Asimismo, la gelatina mostré un
recuento microbioldgico totalmente aceptable, por lo que se puede asegurar que se parte de un

material microbiolégicamente apto. Por su parte, el recuento de aerobios mesodfilos de las
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gomas masticables formuladas cumplié con el criterio de aceptacién establecido en
Farmacopea. Se debe considerar especialmente que las gomas masticables presentan valores
de humedad superiores al 20%. En relacién a ello, varios estudios han informado la existencia
de un mayor crecimiento de colonias microbianas en productos que presentaban altos valores
de humedad durante su almacenamiento [37,38]. Ademas, estos resultados estdn en buen
acuerdo con lo reportado en la evaluacion de ayw, cuyos valores se hallaron por debajo del umbral

critico (0,65) para la estabilidad microbioldgica [23, 28].

En el caso de los mohos y levaduras, el recuento se hallé por encima del criterio establecido por
Farmacopea. De acuerdo a estos datos, es altamente probable que la contaminacién esté
ocurriendo durante el proceso de estabilizacidon, dado que las gomas masticables poseen,
durante esta fase, un alto contenido de humedad residual, y es necesaria la apertura periddica
del desecador para secar la silica gel, a fin de mantener el ambiente de baja humedad relativa
necesaria. Se debe tener en cuenta que, a pesar de que los valores de actividad acuosa son
aceptables para que no ocurra la contaminacién microbiana, el producto recién fabricado
retiene toda su humedad, y es durante la fase de estabilizacién en la que podria estar ocurriendo
la contaminacién. No obstante, estos son resultados preliminares, los cuales podrian mejorarse
mediante el agregado de un agente conservante o bien optimizando la fase de estabilizaciéon de
las gomas masticables, situacién que no seria discutible a escala industrial, donde los procesos
de secado y estabilizacion se llevan a cabo bajo condiciones estandarizadas, utilizando

equipamiento especifico [16].

5.3.2.7. Determinacion de contenido de PZQ

El ensayo de valoracién se llevé a cabo segun lo enunciado en la seccién 2.2.5.2.7. Al no existir
monografia codificada en Farmacopeas para PZQ en forma de gomas masticables, se tomaron
como indicadores de referencia los limites de valoracidon enunciados para la forma farmacéutica
comprimidos de este mismo farmaco, es decir, 90,0 — 110,0 % sobre valor declarado (SVD)
[29,30]. Para las formulaciones desarrolladas, los resultados obtenidos se hallaron en el rango
entre 91,6 % y 97,5 % SVD, con un coeficiente de variacion del 4,1 %, lo cual indica que no hubo
pérdida significativa de farmaco durante el proceso productivo, y que la variabilidad

interindividual (entre las gomas masticables desarrolladas) es aceptable.
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5.4. Conclusiones

En funcidn de los resultados obtenidos es posible concluir que se lograron obtener exitosamente
formas farmacéuticas masticables conteniendo NS, dosificadas a dos concentraciones, de un
antiparasitario para el cual, actualmente, no existen formulaciones pedidatricas en el mercado.
La metodologia aplicada para el desarrollo de las gomas masticables resulté ser un proceso
sencillo y econdmico, ya que no requirié de grandes ni sofisticados equipamientos. Asimismo,
las formulaciones propuestas no presentan azlcar en su composicion, lo cual las torna
sumamente atractivas por su capacidad no-cariogénica y para la administracidon de farmacos en
pacientes diabéticos y pediatricos. La incorporacién del PZQ en forma de NS o de polvo
nanocompuesto redispersado permitid obtener formas farmacéuticas con caracteristicas
fisicoquimicas similares, a excepcion de las propiedades de textura. Los resultados de pH y aw
obtenidos luego de la estabilizacidn resultan buenos indicadores de estabilidad microbioldgica
y, si bien el analisis microbioldgico no resultd satisfactorio en cuanto al recuento de mohos y
levaduras, es posible su mejora a través de la incorporacion de un agente conservante y/o la

optimizacidn del proceso de secado y estabilizacién de las gomas masticables.

Las gomas masticables tienen ventajas significativas por sobre las formas farmacéuticas
convencionales, tanto soélidas como liquidas, ya que permanecen sdlidas durante el
almacenamiento, lo que es favorable para la estabilidad, y se transforman en liquidas a los pocos
minutos de su administracion, liberando asi el principio activo incorporado. Por ello es que las
gomas masticables tienen un enorme potencial para ser el sistema de administracion de la
mayoria de los medicamentos destinados a la poblacién pediatrica, y los resultados aqui

expuestos para PZQ alientan a seguir en este camino.
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6.1. Conclusiones

El objetivo general de este trabajo de Tesis consistié en desarrollar y caracterizar NS de PZQ que
posean propiedades biofarmacéuticas optimizadas, y su posterior formulacién en diferentes
formas farmacéuticas que pretenden ser destinadas, principalmente, a la poblacion pediatrica.
Mediante la aplicacidon de HAP se logro reducir el tamaiio de las particulas de PZQ, cuyos valores
promedio se encontraron en el rango nanométrico. Los excipientes seleccionados fueron
apropiados, dado que se evitd la aglomeracién de las particulas, a corto plazo. Mediante los
estudios de FT-IR se descartd la existencia de interacciones entre el farmaco y los excipientes
empleados. A pesar de que la HAP es una metodologia en la que se aplica gran energia a la
muestra, el principio activo conservd, en parte, su naturaleza cristalina inicial. Esto es
importante ya que contribuye particularmente a la estabilidad del farmaco. Por ultimo, el perfil
de disolucion de las NS desarrolladas mostré mejoras significativas cuando se comparé tanto
con el farmaco puro como con las mezclas fisicas. Los productos desarrollados constituyen asi

sistemas promisorios, conformando la base de los estudios posteriores.

Una vez obtenidas las NS, se llevd a cabo la transformacion a una forma sélida mediante el SA.
Se obtuvo, asi, un polvo que conservé las caracteristicas optimizadas de la NS, tanto en términos
fisicoquimicos como biofarmacéuticos. La obtencién de un polvo con buenos atributos para la
via oral constituye un producto versatil, que permite obtener variadas alternativas para la forma
farmacéutica final. En este caso, la forma farmacéutica seleccionada se encuentra conformada
por un polvo destinado a la preparacién en forma extemporanea. En tal sentido, el vehiculo
elegido para la redispersién del polvo conteniendo PZQ se selecciond considerando tanto la
estabilidad fisica de las particulas en suspensién como la aceptabilidad por parte del paciente.
Estos vehiculos son de amplia utilizacion a nivel hospitalario, en la reformulaciéon de
medicamentos en el drea pediatrica. La caracterizacion de los polvos redispersados permitio
evidenciar que el tamafno de las particulas se conservé (alcanzandose valores nanométricos
similares a las NS originales), que la redispersion resulté ser un proceso sencillo y rapido, que el
comportamiento de disolucidn resulté altamente satisfactorio, y que, a pesar de la existencia de
una sedimentacién, la simple agitacion manual permitié recuperar una suspension homogénea.
De esta manera, se logré obtener un polvo con mejoradas caracteristicas biofarmacéuticas,
destinado en primera instancia a la administracién extemporanea de PZQ, que podria producirse

tanto a nivel hospitalario como a nivel industrial, dispensandose en un envase adecuado.
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Por ultimo, teniendo en cuenta las mejoras biofamacéuticas alcanzadas mediante la aplicacién
de las herramientas tecnoldgicas descriptas (HAP y SA) y considerando que las formulaciones
desarrolladas estarian destinadas a la poblacién pediatrica, se elaboraron formas farmacéuticas
semisélidas. En este sentido, las gomas masticables desarrolladas permitieron la vehiculizacién
del PZQ en diferentes concentraciones, tanto en forma de NS como de polvo SA. Se logré
obtener asi una formulacién que pretende ser ampliamente aceptada por los pacientes
pediatricos, dada su similitud con una golosina, pero sin la incorporaciéon de azucar, con las
ventajas que ello implica. La metodologia empleada a escala laboratorio resultd ser sencilla y
econdmica, y facilmente aplicable en laboratorios magistrales. Los resultados obtenidos en la
evaluacién de propiedades criticas, realizadas sobre las distintas formulaciones propuestas,
resultaron ser sumamente aceptables, fundamentalmente en términos de textura vy
desintegracidn. Los resultados de pH y ay obtenidos luego de la estabilizacion resultan buenos
indicadores de estabilidad microbioldgica y, si bien el andlisis microbiolégico no resultd
satisfactorio en cuanto al recuento de mohos y levaduras, es posible su mejora a través de la
incorporacion de un agente conservante y/o la optimizacién del proceso de secado y

estabilizacién de las gomas masticables.

En resumen, en este trabajo de Tesis fue posible aumentar la velocidad de disolucion del PZQ
de forma significativa e incorporarlo en distintas formas farmacéuticas, que podrian contener
dosis menores con una reduccién asociada de los efectos secundarios. Ello se logré mediante la
aplicacion de herramientas tecnolégicas sencillas y de facil implementacidn. Estos desarrollos
podrian conducir a una mejora en el tratamiento de las parasitosis tratadas con PZQ,
especialmente aquellas con mayor afectacion en la poblacidon pediatrica, mejorando la

adherencia al tratamiento.

6.2. Perspectivas futuras

Si bien estos resultados resultan ser muy prometedores para llenar el vacio existente de una
formulacion pedidtrica de PZQ en el mercado, tanto local como internacional, aun restan realizar
evaluaciones que no se han abordado en este trabajo de Tesis. En este sentido, se proponen las

siguientes actividades futuras:

- Evaluar la estabilidad quimica de las formulaciones desarrolladas, mediante el

desarrollo de una metodologia HPLC adecuada
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- Realizar ensayos in vivo a fin de comprobar la eficacia de las formulaciones
desarrolladas

- Realizar estudios de palatabilidad sobre las formulaciones desarrolladas para asegurar
la adherencia al tratamiento

- Optimizar el proceso de SA de NS, mediante un disefio experimental adecuado, a fin de
obtener resultados de rendimiento mas promisorios

- Evaluar la utilizacion de distintos dispositivos y/o sistemas de envase primario para la
administracion de las formas farmacéuticas extemporaneas

- Optimizar la féormula final de gomas masticables, previendo la incorporaciéon de
saborizantes, colorantes y/o conservantes adecuados, asi como el proceso de acabado
(e.g. encerado, recubrimiento con azucar, etc.)

- Optimizar el proceso de produccion de gomas masticables, a escala magistral, a fin de
reducir el recuento microbiolégico (fundamentalmente mohos y levaduras), asi como
evaluar la calidad microbioldgica del producto intermedio (polvo SA)

- Desarrollar un método de disolucién apropiado para la evaluacidon de las gomas

masticables

Por dltimo, cabe destacar que todos estos resultados son de interés en el dmbito de Ia
produccidn publica de medicamentos, lo cual se encuentra demostrado por la obtencién de un
subsidio SPU “Universidades Agregando Valor”, gestionado entre nuestro grupo de investigacion
y el Laboratorio PROFARSE (Productora Farmacéutica Rionegrina Sociedad del Estado) para el
desarrollo de formulaciones huérfanas en pediatria. Se pretende, en tal sentido, continuar
trabajando conjuntamente con dicha institucién, asi como también con los servicios de farmacia
de ambitos hospitalarios publicos y privados, quienes han demostrado su interés en la busqueda
de soluciones farmacoterapéuticas para el tratamiento de las enfermedades infecciosas

desatendidas.
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P188: Poloxamer 188

PVP: Polivinilpirrolidona (povidona)

PZQ: Praziquantel

SA: Secado por atomizacién

SCB: Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica

TPA: Texture Profile Analysis (Analisis de textura)
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