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1.INTRODUCCION

Entre las caracteristicas Unicas del Homo sapiens se encuentra su interés por
aliviar las dolencias, fisicas y mentales, con medicamentos. Las evidencias
arqueoldgicas indican que este comportamiento es tan antiguo como la busqueda de
otras herramientas.>? Al igual que las rocas siliceas empleadas para hacer cuchillos y
hachas, los medicamentos rara vez se presentan en la naturaleza en su forma adecuada
para el consumo. En primer lugar los principios activos deben ser recogidos, procesados
y preparados para su incorporacion en los medicamentos. Esta actividad, que se viene
realizando desde los albores de la humanidad, todavia es el foco central de la farmacia

galénica.?

En la Farmacopea Argentina VII edicion, se define principio activo como “toda
sustancia 0 mezcla de sustancias relacionadas, de origen natural o sintético que
poseyendo un efecto farmacoldgico especifico, se emplea en medicina humana.® La
disposicion 4990/12 de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica, sustituy6 en el 2012 el término principio activo por ingrediente
farmacéutico activo (IFA).

Los IFAs, generalmente no se administran solos, sino que se incorparan en formas
farmacéuticas junto con otras sustancias carentes de actividad farmacoldgica,
denominadas excipientes. Los mismos, permiten y/o facilitan la preparacion, la
aceptacion por parte de los pacientes y el funcionamiento de la forma farmacéutica

como sistema de administracion del IFA.*®

Un medicamento independientemente de su composicion o via de administracion,
debera cumplir con los siguientes requisitos que sustentan su eficacia, seguridad y

calidad:®

o Contener una dosis adecuada.



o Proporcionar al IFA en una forma de dosificacion que permita la administracion,

liberacion y accion terapéutica.
o Conservar la calidad durante toda su vida util y periodo de uso.

o Ser fabricados mediante un proceso que no comprometa el rendimiento y que

sea reproducible.

Pocos IFAs tienen propiedades que les permiten la incorporacion directa en
unidades de dosificacion que cumplan con todos estos criterios, de modo que

frecuentemente se hace necesaria la incorporacion de excipientes en las mismas.®

El proceso de transformacion de los IFAs y excipientes en medicamentos
estables, seguros y eficaces, es estudiado por la farmacia galénica. Esta ciencia aplicada,
se ocupa particularmente de seleccionar las formas farmacéuticas méas adecuadas para la
accion terapéutica. Se aboca ademas, al estudio y resolucion de los problemas fisicos,
quimicos y tecnoldgicos que se plantean en la dosificacidon, elaboracién y

acondicionamiento de las formas farmacéuticas.’

Los IFAs pueden ser administrados por diferentes vias entre ellas: oral, rectal,
sublingual, bucal, inhalatoria, tépica y parenteral (comprende las vias intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intradérmica, intratecal e intracavitaria, entre otras).”® La
actividad farmacoldgica de un IFA sistémicamente activo es una funcion de su actividad
intrinseca y de su perfil de concentracién en la circulacion sistémica.’ Un IFA alcanza la
circulacién sistémica atravesando una o mas barreras, en un proceso llamado
absorcion.” El perfil de absorcién depende en forma significativa del sitio de
administracion empleado. Si bien hay una gran similitud entre las diversas membranas
que puede atravesar un compuesto para llegar al liquido extracelular, diversos factores
ademas de la composicion y estructura de las membranas, determinan la facilidad con la

cual es absorbido el IFA.2

La via de administracion oral, (es decir, la ingestion) es la via de primera eleccion
para la administracion de un IFA, debido a que resulta la mas comoda y economica,

razon por la cual siempre que sea posible, los medicamentos se administran de esta
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manera.’®** Las formas farmacéuticas disefladas para la administracion oral de
farmacos pueden presentarse en formas liquidas o s6lidas.™® Las formas farmacéuticas
liquidas presentan la principal desventaja de proveer una dosificacion méas inexacta que
las formas solidas, debido a que la medida del volumen a suministrar es generalmente
realizada por el paciente (excepto en las formas que son monodosis).” Las formas
farmacéuticas sdlidas son mas exactas en su dosificacion, presentando menores
inconvenientes que las formas liquidas en cuanto a su preservacion, estabilidad y

almacenamiento, entre otros.'’

El tracto gastrointestinal es el sitio de absorcidn para la mayoria de los nutrientes,
de modo que este sistema ha evolucionado para facilitar la absorcién de sustancias. Los
farmacos administrados, se absorben mediante mecanismos similares a los de absorcion
de los nutrientes, siendo este proceso fuertemente dependiente de sus propiedades

fisicoquimicas.™

Los IFAs que se administran por via oral en formas farmacéuticas sélidas y tienen
por objeto una accion sistémica, deben disolverse para poder atravesar las membranas
celulares del tracto gastrointestinal y asi acceder al torrente sanguineo, es decir para
absorberse (Figura 1).'° Por este motivo, muchas veces el paso limitante del proceso de
absorcion de un IFA poco soluble en agua, es su velocidad de disolucion en los fluidos

del tracto digestivo.”

BARRERA

PARTICULAS GASTROINTESTINAL EFECTO
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2, LUMEN PLASMA
A\ %
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Figura 1. Esquematizacién de los procesos que intervienen luego de la administracion

oral de un farmaco en forma de comprimido o capsula.



Ademaés de la solubilidad del farmaco, hay otras caracteristicas del mismo que
influyen en su absorcién, como su tamafio, forma molecular, grado de ionizacion y
coeficiente de reparto.®?! Estas caracteristicas, estan relacionadas principalmente con la
permeabilidad a través de las membranas biologicas. Por lo tanto, dos de los parametros
mas importantes que determinan la absorcion de un IFA son: su solubilidad en agua y su
permeabilidad a través de la mucosa gastrointestinal.”> Basandose en estos factores, el
Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (Figura 2) divide a los IFAs en cuatro

grupos: >

Clasell

Alta Solubilidad
Alta Permeabilidad

Clasell

Baja Solubilidad
Alta Permeabilidad

Claselll

Alta Solubilidad
BajaPermeabilidad

Clase IV

Baja Solubilidad
BajaPermeabilidad

Figura 2. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico.

En las Gltimas décadas, el desarrollo de nuevos farmacos ha producido muchos
compuestos que presentan baja solubilidad en agua.”>?® Adicionalmente, muchos de los
IFAs existentes encuentran limitada su aplicacion clinica debido a problemas de
solubilidad.?” De acuerdo con Farmacopea de los Estados Unidos (USP), mas de un
tercio de los IFAs que presentan monografias en dicha Farmacopea, y aproximadamente
la mitad de las nuevas entidades quimicas o nuevos IFAs, son poco solubles en agua o
insolubles.”® Esto representa una gran dificultad, particularmente para farmacos
empleados en el tratamiento de patologias para las cuales no existe una investigacion
activa en la busqueda de nuevos compuestos. Por lo tanto, el desarrollo de sistemas
farmacéuticos que permitan incrementar la solubilidad y la velocidad de disolucion de
los IFAs, es uno de los temas mas desafiantes dentro del campo de la tecnologia

farmacéutica.’®?® Son mdltiples las estrategias tecnoldgicas que pueden emplearse con



este objetivo, entre ellas pueden mencionarse: la modificacion de cristales (polimorfos
metaestables, formacion de sales, cocristalizacion), micronizacion, formulacion de
dispersiones solidas, formulacion de microparticulas y formacién de complejos
empleando ciclodextrinas (CDs).*?** Siendo las dos Ultimas, las estrategias

principales empleadas durante el desarrollo de este trabajo de Tesis.

1.1 Sistemas microparticulados

Mediante el proceso de microencapsulacion se obtienen particulas cuyo tamafio
estd comprendido entre 1 a 1000 um. Estas particulas suelen llamarse con los siguientes
nombres de manera indistinta: micropaticulas, microesferas, microcapsulas vy
micromatrices. Sin embargo, pueden hacerse algunas distinciones entre estos términos:
las microcédpsulas estdn compuestas por uno o mdaltiples nicleos de la sustancia a
recubrir (liquida o sélida) rodeado por la pared de la capsula y las micromatrices son
matrices poliméricas en las cudles la sustancia encapsulada se encuentra
homogéneamente dispersa (Figura 3).>'? Las microparticulas y las microesferas son

términos que por lo general involucran a los dos anteriores.*®

En las tecnologias farmacéuticas y biomédicas, las aplicaciones mas importantes

de la microencapsulacion son:**%°

o Reduccion el tamafio de particula para aumentar la solubilidad de IFAs poco
solubles.

o Liberacion modificada de IFAs.

o Reduccion de efectos adversos o toxicos de IFASs.

o Transporte sitio especifico de IFASs.

o Encapsulacion de células.

o Encapsulacion de productos volatiles para retardar su volatilizacion.

o Inclusidon de aceites u otros liquidos en productos sélidos para facilitar su
utilizacion.

o Proteccion de farmacos de humedad, luz, temperatura y/o agentes oxidantes.

o Separacion de materiales incompatibles (como otros IFAs o excipientes)



o Manejo seguro de productos tdxicos.
o Mejorar las propiedades de flujo de los polvos.
o Mejorar la dispersion de sustancias insolubles en agua en dicho medio.

o Enmascaramiento de olores y sabores.

Figura 3. Esquema de diferentes sistemas microparticulados: microcépsulas (A y B),
que consisten en un nucleo de IFA recubierto (A) o varios nucleos de IFA recubiertos

(B); y micromatriz (C), una dispersion homogeénea del IFA en la matriz de la particula.

Los materiales empleados en el proceso de microencapsulacion son muy variados
incluyendo diversos polimeros, grasas y ceras, entre otros.** La eleccién del material
depende de muchos factores, como el objetivo de la microencapsulacion, la via de

administracion y el costo.*

En vistas de la creciente necesidad de emplear recursos renovables y
biodegradables, en este trabajo de Tesis se seleccionaron polimeros naturales o de
semisintesis que presentan dichas caracteristicas, siendo ademéas biocompatibles. Por
otro lado, en la formulacion de microparticulas pueden emplearse combinaciones de
polimeros con el objetivo de optimizar las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de
las mismas. Adicionalmente, las interacciones moleculares entre polimeros de carga
opuesta permite la formacién de complejos polielectroliticos. Una de las ventajas de la
formulacion de complejos polielectroliticos como sistemas transportadores de IFASs, es
que presentan la capacidad de encapsular al compuesto activo en la matriz polimérica en
forma de dispersion a nivel molecular.’” Esto Gltimo, puede modificar algunas

propiedades fisicoquimicas de los IFAs, tales como su solubilidad y velocidad de
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disolucion, que como se mencioné anteriormente, son de vital importancia en la

formulacién de sistemas terapéuticos empleando IFAs poco solubles en agua.

Algunas de las metodologias empleadas para la elaboracion de microparticulas

son: >33

o Coacervacion (simple o compleja).

o Emulsion-solidificacion (evaporacion de solvente, extraccion de solvente,

entrecruzamiento).
o Extrusién por fusion.
o Gelacion idnica.
o Polimerizacion interfacial.
o Desolvatacion.

o Recubrimiento en lecho fluido.

(@)

Secado por aspersion (SA).

La eleccion de la metodologia empleada para el proceso de microencapsulacion
puede depender del objetivo de la microencapsulacion, el costo, la disponibilidad, la
eficiencia de encapsulacion, el rendimiento y cuestiones de estabilidad del IFA en las
condiciones de preparacion, entre otros.®® Particularmente, el SA ha adquirido gran
importancia en las ultimas décadas debido a que permite obtener microparticulas con
una alta reproducibilidad, eficiencia de encapsulacion y rendimiento, sometiendo al IFA
a altas temperaturas de secado durante sélo fracciones de segundo.***° En otras

palabras, es una metodologia que permite escalar la produccién a nivel industrial. 3%

1.1.1 Secado por aspersion

El proceso de obtencion de microparticulas a través de SA, se basa en la

conversion de un sistema en estado liquido a uno particulado sélido, rociando el fluido

(solucién o dispersion) en una camara en la cual circula aire caliente seco (Figura 4).**



@ Entrada de aire

@ Calefaccion eléctrica

@ Tobera : @
@ Entrada concéntrica de aire caliente . _ @ E - @

(5) Cilindro de pulverizacion ; ‘ o o e
(® Ciclon e @ |
@ Recipiente colector de producto ‘
Filtro de salida t
@ Bomba aspiradora de aire
Solucién de alimentacién -
@ Bomba peristaltica @
)

@ Tablero de control de parametros [}

D
‘l
O

@ Conexion para la limpieza neumatica de la tobera () @

Conexion para aire comprimido o nitrégeno

Figura 4. Esquema de un equipo de SA.

En este proceso pueden distinguirse cuatro etapas:

1- Atomizacion del fluido.
2- Mezcla del rociado y el aire caliente seco.
3- Evaporacion del solvente.

4- Obtencion del producto.

1.1.2 Polimeros usualmente empleados en la formulacion de

sistemas microparticulados

1.1.2.1 Quitosano

El quitosano (Q) es un polisacarido derivado de la quitina (obtenido por desacetilacion

termoquimica en medio alcalino), compuesto por unidades de D-glucosamina (D-GIcN)
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y N-acetil-D-glucosamina (D-GIcNAc) con uniones glicosidicas p-(1—4).* En la
Figura 5, se puede observar su estructura quimica, donde n representa el grado de

polimerizacion.

CH,OH
CH,

OH

CH3

NHR

R=H o COCH,

Figura 5. Estructura quimica del Q.

El Q es un polimero ampliamente utilizado, debido a que la quitina es el segundo
polimero més abundante de la naturaleza después de la celulosa, siendo un recurso
renovable.* Se encuentra tanto en los exoesqueletos de crustaceos e insectos como en la
pared celular de algunos hongos.*>*® Su excelente biocompatibilidad, baja toxicidad,
alta biodegradabilidad y capacidad de mucoadhesion justifican su extensa utilizacion en
productos biomédicos y farmacéuticos, donde se lo utiliza como agente de

recubrimiento, disgregante, formador de peliculas, aglutinante y viscosizante.*"*®

También se ha reportado, que el Q presenta propiedades como promotor de la
absorcion de IFAs que presentan una baja permeabilidad a través de la mucosa
gastointestinal.49 Se ha empleado en la formulacién de sistemas de liberacion
controlada de IFAs, como componente de formas farmacéuticas mucoadhesivas, en
formas de dosificacion de liberacion répida y para sistemas de liberacion sitio-
especificos, entre otros.50 También se lo utiliza en las industrias alimentaria y

cosmética.51

1.1.2.1.1 Caracterizacion del Quitosano

Determinacion del grado de desacetilacion




El parametro de mayor relevancia para caracterizar al Q es el grado de
desacetilacion (GD), dado que este Ultimo influye sobre las propiedades quimicas,
fisicas y biologicas del polimero (por ejemplo propiedades acido-base, caracteristicas
electrostaticas, capacidad de quelar iones metaticos, viscosidad, solubilidad, capacidad
de floculacion y biodegradabilidad, entre otras).”® EI GD representa la fraccién molar de
unidades desacetiladas en la cadena del polimero y puede calcularse empleando la

ecuacion [1]:%

GD= n D-GIcN [1]

n D-GIcN +n D-GIcNAc

donde n pcien Y N p-cienac Fepresentan el ndmero promedio de unidades de D-
GlcN y D-GIcNAc en la macromolécula. La mayoria las muestras comerciales

presentan un GD promedio de 70-90 %, y siempre menor del 95 %.>

Se han utilizado muchos métodos para determinar el GD del Q tales como
espectroscopia de infrarrojo (IR), espectrofotometria ultravioleta (UV), resonancia
magnética nuclear (RMN), titulacion coloidal, meétodos enzimaticos y titulacion

potenciométrica.”®

La titulacion potenciométrica propuesta por Brousignac,” es uno de los métodos
mas simples. En esta titulacion se obtiene una curva que presenta dos puntos de
inflexion: el primero corresponde al exceso de HCI y el segundo a los grupos amino
libres protonados del Q. La diferencia de volumen de NaOH gastados entre ambos
puntos de inflexion permite calcular los moles de H* requeridos para protonar los
grupos amino libres y consecuentemente la cantidad de grupos D-GIcN en la muestra.
Este método presenta una cierta inexactitud ya que el segundo punto de inflexion no

coincide con el real debido a la precipitacion de este biopolimero a pH neutro.

Han surgido otros métodos que trataron de abolir este error, como el propuesto
por Ke y Chen® en el cual la titulacién del exceso de HCI con NaOH se considera como
la titulacion de una &cido fuerte con una base fuerte, entonces para linealizar la curva de

titulacion utilizan una funcion lineal derivada de la propuesta por Ingman y Still*.
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Es importante notar que la solucion de Q preparada para la titulacion es en
realidad una mezcla de un acido fuerte con el polimero protonado (que es un acido débil
con un pKy= 6,5) y la funcion de Ingman y Still no es aplicable a la titulacion de
mezclas de acidos débiles con bases fuertes. Teniendo en cuenta este hecho, Jiang y

colaboradores propusieron otra funcién lineal que corrige este error.>

1.1.2.2 Pectina

La pectina (P) es un polisacarido complejo obtenido a partir del extracto acido
diluido de la porcidn interior de la c&scara de frutos citricos o de la pulpa de manzana.
Esta compuesto por unidades esterificadas de acido D-galacturonico cuyos enlaces
glicosidicos son del tipo a-(1—4).>" En el producto natural, los grupos carboxilicos
estan ampliamente esterificados con grupos metoxilos (como puede observarse en la
Figura 6) y los hidroxilos pueden estar acetilados. Se encuentra cargada negativamente

en soluciones neutras o bésicas.>®>

CO,H CO,CHz

OH OH

Figura 6. Estructura quimica de la P.

En cuanto a sus aplicaciones tecnoldgicas, se ha empleado como estabilizante de
emulsiones y suspensiones, como agente gelificante, en la formulacion de parches
transdérmicos y matrices biodegradables con recubrimiento pH-dependiente, entre
otras.*®®® En productos farmacéuticos, la P se utiliza como adsorbente y formador de
masa junto con otros componentes para el control de la diarrea, constipacion y

obesidad.>*® Ademas, se encuentra reportado que el empleo de P podria aportar
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multiples beneficios para la salud humana, tales como estimimulo del sistema inmune,*
induccién de apoptosis en células cancerigenas,®® disminucién de los niveles

plasmaticos de colesterol y glucosa.®*

1.1.2.3 Carboximetilcelulosa sddica

La carboximetilcelulosa sodica (CMC) es un derivado semisintético de la
celulosa, que se obtiene por activacion de los grupos hidroxilos en una solucion alcalina
y posterior reacciéon con monocloroacetato de sodio.”* Este polielectrolito es un
copolimero formado por unidades de B-D-glucosa unidas por enlace B-(1—4) a
unidades de 2-O-(carboximetil)-B-D-glucopiranosa sédica (Figura 7).° La
carboximetilacion de los grupos hidroxilos le otorga a la celulosa modificada

propiedades funcionales relevantes, tales como alta solubilidad y viscosidad en agua fria

- 59
o caliente.

CH,OCH,COONa OH

©) o)
OH
OH
—10 (o)
OH CH,OCH,COONa
I —In

Figura 7. Estructura quimica de la CMC.

El ndmero de grupos carboximetilo en el polimero determinan el grado de
sustitucién (GS) que conjuntamente con el grado de polimerizacion (n) influyen sobre la
solubilidad, viscosidad y resistencia del gel de CMC.? Este derivado semisintético es el
éter de celulosa més utilizado en la actualidad en varias industrias como la alimentaria,
farmacéutica y en la produccién de pinturas, adhesivos, papel, textiles, detergentes y

pesticidas, entre otras.®®®®
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1.1.2.4 Determinacion del peso molecular promedio de polimeros

por viscosimetria

Una de las caracteristicas principales de la mayoria de los polimeros hidrosolubles
es incremento en la viscosidad que los mismos le otorgan a una solucion en funcién de
su concentracion. La viscosidad es la resistencia que presenta un sistema a fluir cuando
se le aplica una fuerza, siendo que cuanto mayor es la viscosidad de un fluido mayor

ser4 la fuerza requerida para que el mismo fluya a una dada velocidad.®

La relacion entre la viscosidad de una solucién de un polimero y la viscosidad del
medio dispersante o solvente puro, se denomina viscosidad relativa (n). Otro de los
parametos de interés, la viscosidad especifica (nsp), Se obtiene restando una unidad al
valor anterior. Por otro lado, la viscosidad reducida (nrq), Se calcula a partir del cociente
entre la ng y la concentracion del polimero en la solucién.”” Debido a que Myed, €S
idealmente independiente de la concentracion y esto es cierto a concentracion cero, un
nuevo parametro puede definirse a partir de la ordenada al origen del grafico de Myeq

. . . ., 69
versus ¢, este valor se denomina viscosidad intrinseca ([n]).

La ecuacién de Mark-Houwink, relaciona el peso molecular promedio
viscosimétrico (M) de un polimero con la viscosidad intrinseca ([n]) del mismo en un
sistema de solventes a una determinada temperatura, mediante una férmula que
involucra dos constantes que son caracteristicas de dicho sistema.”” De modo que, el M,
de un polimero puede obtenerse a partir de la determinacion de la viscosidad de
soluciones diluidas del mismo a varias concentraciones, y graficando mrq Versus la

concentracion.”

1.2 Formulacion de complejos de inclusion-asociacion

La formulacion de complejos es otra de las estrategias tecnoldgicas empleadas en
este trabajo de Tesis con el objetivo de mejorar la solubilidad y velocidad de disolucién

de IFAs poco solubles.
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1.2.1 Ciclodextrinas

Las CDs son oligosacaridos ciclicos que se obtienen por degradacion del almidon
por la enzima CD Glucosil Transferasa como resultado de una transglicosilacion
intramolecular.”™ Se nombran como «-CD, B-CD, y-CD, 8-CD y &-CD, cuando

presentan 6, 7, 8, 9 y 10 unidades de glucopiranosa, respectivamente.’

Las unidades de glucopiranosa se encuentran en la conformacién de silla, esto
justifica la forma de cono truncado que presentan las CDs en lugar de un cilindro
perfecto. Las funciones hidroxilo de las moléculas de glucosa, se encuentran orientadas
hacia el exterior del cono presentando los hidroxilos secundarios (correspondientes a C-
2 y C-3) en la base mas ancha del cono y los primarios (correspondientes a C-6) en la
base mas angosta. En la parte interior del anillo se encuentra el esqueleto carbonado y
los oxigenos que estan formando el grupo éter de los residuos de glucosa, que le dan
cierto caracter lipofilico a esta region de la molécula (se estima una polaridad similar a
las soluciones hidroalcohdlicas). A esta cavidad hidrofébica deben su habilidad para
formar complejos de inclusion con varios compuestos de baja polaridad, aumentando

asi su solubilidad aparente (Figura 8).

Cavidad Grupos hidroxilos Complejo
Hidrofébica secundarios IFA : CD
/
Hidrofobico
Val
Grupos hidroxilos
primarios

Figura 8. Formacion del complejo IFA:CD.

Las CDs forman complejos de inclusion con IFAs hidrofobicos mediante un
proceso de equilibrio quimico y pueden hacerlo con diferentes relaciones
estequiométricas (Figura 9). Para determinar esta relacién y las constantes de formacién

del complejo, uno de los métodos empleados es el diagrama de solubilidad de fase o
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isotermas de solubilidad, descripto por Higuchi y Connors.”*"® Estas isotermas

correlacionan la solubilidad de la sustancia en estudio con la concentracién de CD
(Figura 10).

K
a [IFA] + b [CD] pa— [IFA;CDp]
(disuelto) (disuelto)
IFA [IFA,CDp]
(sélido) (sélido)

Figura 9. Equilibrio de formacion de un complejo soluble o insoluble, entre un
compuesto insoluble y una CD. K; (constante de formacion o estabilidad); S,

(solubilidad del compuesto); S. (solubilidad del complejo formado).

A.
A
<
[T
© A
el
c
0
)
o
(&)
X
S,
B,

Concentraciéon de CD

Figura 10. Tipos de isotermas de solubilidad. Ap, A_ Yy An corresponden a complejos
gue presentan una alta solubilidad; Bs complejos con solubilidad limitada y B;

complejos insolubles. S, = solubilidad del IFA en ausencia de CD.
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Si el complejo formado es soluble las isotermas son de tipo A, mientras que si el
complejo presenta solubilidad limitada las isotermas son de tipo B.

Existen tres subtipos de isoterma tipo A:

o Ay, indica un incremento lineal en la concentracion del IFA en funcion de la
concentracién de CD.”* No presenta cambios en la estequiometria del complejo

con el aumento de la concentracién.”

o Ap, esta isoterma presenta un desvio positivo de la funcion lineal.

o Ay, presenta un desvio negativo de la funcién lineal.”

En el caso de las isotermas de tipo B pueden ser:

o Bs, en los diagramas de este tipo puede observarse que el complejo es mas
soluble que la molécula de IFA libre, pero su solubilidad se encuentra limitada.
Es decir, la cantidad de IFA disuelta aumenta hasta el punto y (Figura 10) donde
se alcanza la solubilidad del complejo. Al aumentar la concentracion de CD, esta
solubilidad se mantiene constante hasta alcanzar el punto z, y luego el complejo

comienza a precipitar hasta alcanzar el valor de la solubilidad del mismo.?

o By, la solubilidad de la molécula huésped permanece inalterada hasta que
todas las moléculas huésped se convierten en complejo insoluble, a partir de

entonces la concentracion del IFA disuelto comienza a decrecer.”

Los valores de K para un complejo 1:1, se pueden calcular a partir de la pendiente

y la ordenada al origen de la porcién lineal del diagrama de solubilidad de fase.”*?°

1.2.1.1 B-Ciclodextrina

La B-CD (Figura 11) presenta una limitada solubilidad en agua (18,5 mg/mL a 25
°C) que puede deberse a los fuertes enlaces de hidrogeno intramoleculares formados en
la estructura cristalina, esto se correlaciona con el cuantioso aumento en la solubilidad
que se observa al sustituir alguno de los grupos hidroxilos formadores de puente de

hidrogeno.”
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Figura 11. Estructura quimica de la B-CD, sefialando sus posibles posiciones de

sustitucion 2, 3y 6 (en rojo).

La baja solubilidad de las CDs naturales puede implicar que los complejos que se
formen con moléculas lipofilas sean también poco solubles, resultando en la

precipitacion de los mismos.™

Por este motivo y por sus efectos adversos (por ejemplo nefrotoxicidad y efecto
hemolitico), la B-CD no se utiliza en formulaciones parenterales, pero si en numerosas
formulaciones orales, topicas, bucales y rectales, ya que no se absorbe
significativamente por estas vias. Esto se debe a su alto peso molecular y a su
hidrofilicidad, teniendo un gran nimero de donores y aceptores de hidrogeno.”® Por otro
lado, la capacidad que poseen las CDs para extraer componentes lipidicos de las
membranas celulares (colesterol y fosfolipidos) pueden explicar sus efectos hemolitico

y nefrotéxico.”

1.2.1.2 Modificaciones quimicas de la $-ciclodextrina

El empleo de las CDs en el disefio de sistemas terapéuticos tiene como funcién
principal mejorar la solubilidad acuosa de IFAs poco solubles en agua mediante la

formacion de complejos de inclusion-asociacion.

Como ya se ha mencionado, una de las mayores limitaciones de la B-CD (Figura
11) es su escasa solubilidad en agua, debido a su estructura cristalina. La sustitucion de
los hidroxilos correspondientes a los carbonos 2, 3 y 6 de las unidades de glucopiranosa

de la B-CD incrementa la solubilidad de la misma, incluso cuando se sustituye con
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grupos lipéfilos.”? La modificaciéon de la p-CD produce una mejora en la solubilidad

mediante al menos dos mecanismos:
o Ruptura de los enlaces de hidrégeno en entre los hidroxilos 2 y 3.

o Impedimento de la cristalizacion como consecuencia de la sustitucion

aleatoria presentando diferentes isomeros y dando lugar compuestos amorfos.

La modificacién quimica produce una mezcla compleja debido a todas las
combinaciones posibles de sustituciones. La B-CD presenta 21 grupos hidroxilos que
pueden modificarse quimicamente, (de los cuales, los que corresponden a los C-6 son
los mas reactivos y los asociados a C-3 los menos reactivos) y por lo tanto 2°'-1
posibles combinaciones de sustituciones. Ademas, el ntacleo B-CD contiene 28 centros
quirales con lo cual el nimero de isbmeros geométricos y Opticos que se producen a
partir de la sustitucion es extremadamente grande. Es razonable pensar entonces, que la
funcionalidad como excipiente de estas mezclas de isdmeros pueda variar con la
extension y el GS, razon por la cual, estos factores tienen que ser evaluados y
especificados para el producto. En la préctica, esto se hace por analogia con otros
almidones y celulosas modificados quimicamente, tales como hidroxipropil-celulosa e

hidroxipropilmetil-celulosa, entre otros.”

Ademas de afectar las propiedades fisicoquimicas de la B-CD, el tipo de
sustituyente seleccionado para la modificacion quimica y el GS, pueden influenciar
tanto la formacion como el desempefio del complejo molécula huésped:B-CD.77 Para el
proceso de complejacion, el tamafio de la cavidad de la CD debe ser adecuado para
permitir el acomodamiento de la molécula huésped de un tamafio en particular.”? Por
otro lado, se encuentra reportado en la bibliografia que puede mejorarse la complejacién
cuando la CD y el IFA presentan cargas opuestas, en comparacion con las CD neutras y
las que presentan la misma carga.”’® De este modo, si se pretende disefiar derivados de
B-CD con alta afinidad por farmacos con caracteristicas basicas podrian introducirse
grupos funcionales acidos en la estructura. En el campo del desarrollo de excipientes, es
imprescindible que el sustituyente seleccionado no sea toxico por si mismo, o formando

parte del nuevo compuesto. En particular, los acidos policarboxilicos que forman parte
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del ciclo de Krebs representarian una opcion viable y atractiva, debido a su
biocompatibilidad, bajo costo y al mismo tiempo, su empleo representa un bajo impacto
para el medio ambiente, por tratarse de recursos renovables y atdxicos. Por otro lado, se
han reportado numerosas reacciones de esterificacion y entrecruzamiento de
polisacaridos (incluyendo CDs) empleando &cidos policarboxilicos como reactivo,
especialmente acido citrico. Estas reacciones se basan en la formacién del anhidrido del
acido policarboxilico por deshidratacion mediante calentamiento en un medio con
minima cantidad de agua. El proceso de esterificacion se ha llevado a cabo en presencia

de agentes catalizadores como hipofosfito de sodio®®

y también en ausencia de los
mismos, con el objetivo de simplificar el proceso de purificacion, obteniéndose
resultados similares.®®® Estas reacciones son altamente sustentables, debido a que se
producen con elevados rendimientos y empleando reactivos “amigables” para el medio

ambiente, dos premisas fundamentales para la denominada quimica verde.

Como ya fue discutido, el GS de los derivados de B-CD puede modificar de
manera significativa el acomodamiento de la molécula huésped en el interior del anillo
de la CD y por tanto su afinidad. EI GS puede determinarse principalmente mediante
espectrometria de masas, espectroscopia de RMN y cromatografia de exclusién

molecular.

No sélo el GS es relevante para la formacién de los complejos, sino también el
patron de sustitucion. Como se mencion0 anteriormente, la 3-CD presenta tres sitios de
sustitucion posibles de los cuales los sitios de sustitucion 2 y 3 estan situados en el
borde méas amplio de la CD (hidroxilos secundarios), mientras que el sitio de sustitucion
6 se encuentra en el borde estrecho (hidroxilos primarios) (Figura 11). De modo que es
I6gico pensar que en el proceso de asociacion, un sustituyente en la posicién 6, podria
afectar la formacion de complejos de manera diferente que un sustituyente en las

posiciones 2 0 3.

La identificacion de los sitios de sustitucion puede realizarse mediante el empleo
numerosas técnicas de RMN en 2D, ademas de los experimentos en 1D. Dentro de los

experimentos en 2D tradicionales se encuentra el 'H-"*C HSQC que muestra un
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espectro de *H a lo largo de un eje y un espectro de **C a lo largo del otro eje. Los
nacleos H y C unidos a un solo enlace dan lugar a picos de correlacion y por lo tanto,
las sefiales de '*C pueden ser asignadas si se identifican los protones unidos, y
viceversa. Ademas, el experimento HSQC acoplado a DEPT, permite diferenciar los
picos de metilo y de metino (carbonos que son positivos), de los picos de metileno
(carbonos que son negativos). El experimento de *H-"*C HMBC es una técnica similar
en la que los ntcleos *H y **C separados por dos, tres o cuatro enlaces presentan picos
de correlacion. La aplicacion de estas técnicas reduce los problemas en la asignacion de
espectros en 1D que presentan picos superpuestos.®® Ademés, se establecen las
conectividades entre los nacleos, lo cual es una gran ayuda en la asignacion de las

sefiales.

De los tres tipos de grupos hidroxilo presentes en las CDs, los que se encuentran
en la posicion 6 son los méas béasicos (y muchas veces mas nucleofilicos), los que estan
en la posicion 2 son los mas &cidos, y los que estan en la posicion 3 son los mas
inaccesibles.® Por lo tanto, en circunstancias normales, los reactivos electrofilicos
atacan en la posicion 6. Es importante destacar que los reactivos con mayor reactividad
atacan los grupos hidroxilo menos selectivamente. De modo que, dichos reactivos no
solo reaccionan con los grupos hidroxilo ubicados en la posicién 6 (hidroxilo primario),
sino también los ubicados en las posiciones 2 y 3 (hidroxilos secundarios); mientras
que, los reactivos que presentan menor reactividad sustituirdn mas selectivamente los

grupos hidroxilo ubicados en la posicion 6.5

1.2.1.3 Metil-B-Ciclodextrina

La metil-B-ciclodextrina (M-B-CD) (Figura 12) es un derivado lipofilico de la B-
CD, que presenta una mayor solubilidad en agua que la B-CD (> 500 mg/mL), pero se
absorbe en mayor extensién a partir del tracto gastrointestinal®” lo que limita su
administracion por via enteral debido a su potencial toxicidad. No se utiliza en
formulaciones inyectables ya que se observan efectos toxicos cuando se administra por
via parenteral debido a que posee una gran actividad de superficie y alta afinidad por el

colesterol.”>"
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Adicionalmente a sus propiedades de encapsulamiento molecular, se han
reportado actividades terapéuticas para la M-B-CD. La Administracion de Alimentos y
Medicamentos de Estados Unidos (FDA), ha aprobado su uso para el tratamiento de las
enfermedades de Niemann-Pick y Tangier y se ha sugerido que puede tener aplicacion
en el tratamiento de la nefropatia diabética. Por otro lado, Llanos y colaboradores
demostraron que el compuesto disminuye la resistencia a la insulina en ratones obesos
diabéticos mediante mecanismos derivados de su capacidad de secuestrar el colesterol

de las membranas celulares.®®

1.2.1.4 Hidroxipropil-B-Ciclodextrina

La HP-B-CD (Figura 12) se obtiene por reaccion de la p-CD en medio alcalino
con oOxido de propileno. ElI pardmetro que caracteriza a este producto es el GS,
expresado como el ndmero de grupos hidroxilo sustituidos en una unidad de
glucopiranosa.” Esta CD presenta una solubilidad en agua mucho mayor (> 600
mg/mL) y es menos tdxica que la B-CD. Se utiliza en numerosas formulaciones

comerciales tanto en formas de administracion oral como parenteral.”

pCD  R= H

M-p-CD R= H 6 -CHs

HP-3-CD R= H 0 -CH,CH(OH)CH3

Figura 12. Estructuras quimicas de las B-CDs empleadas en este trabajo de Tesis.
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1.3 Enfermedades desatendidas

Las enfermedades desatendidas u olvidadas son un conjunto de enfermedades
infecciosas, en su mayoria parasitarias, que afectan principalmente a las poblaciones
mas vulnerables y con un limitado acceso a los servicios de salud; especialmente

aquellos que viven en areas rurales y en barrios marginales.®

Las enfermedades olvidadas siguen siendo una de las mayores causas de morbi-
mortalidad a nivel mundial y representan una carga de enfermedad del 11%, segin una

evaluacion de afios de vida ajustados por discapacidad realizada en el 2010.%

Pedrique y colaboradores, han reportado que a pesar los esfuerzos en
investigacion y desarrollo, la falta de nuevos tratamientos para las enfermedades
desatendidas es todavia persistente. De los 850 nuevos productos terapéuticos
registrados durante el periodo 2000-2011, 37 (4%) fueron indicados para enfermedades
olvidadas, que comprende 25 productos con una nueva indicacion o formulacion y ocho
vacunas 0 productos bioldgicos. So6lo cuatro nuevas entidades quimicas fueron
aprobadas para enfermedades olvidadas (tres para la malaria y una para las
enfermedades diarreicas), que representan el 1% de las 336 nuevas entidades quimicas
aprobadas durante el periodo de estudio. De 148.445 ensayos clinicos registrados al 31

de diciembre 2011, solamente 2.016 (1%) fueron para enfermedades olvidadas.™

En el marco del escaso descubrimiento de nuevos IFAs para el tratamiento de
enfermedades desatendidas, cabe destacar la importancia que adquiere el desarrollo de
sistemas transportadores de IFAs poco solubles con el objeto de mejorar su actividad

terapéutica.’’

1.3.1 Triquinelosis

La triquinelosis es una afeccién considerada por la Organizacién Mundial de la
Salud como “una de las enfermedades desatendidas en las Américas” y se origina en las
zonas rurales agricolas y peri-urbanas. Esta patologia, es una enfermedad zoondtica

emergente y/o re-emergente en muchos lugares del mundo, producida por nematodos
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del género Trichinella, que se transmite por carnivorismo.”® Si bien existen diversas
especies dentro del género, el agente etiologico predominante en Argentina es T.
spiralis.®*® Esta especie es la mas importante en el ciclo evolutivo doméstico, en el
cual se encuentra involucrado el hombre.?® Se descubrié como una infeccién de los
seres humanos y animales domésticos, razon por la cual durante muchos afios las
investigaciones se basaron en los vectores del ciclo evolutivo doméstico del parasito
(cerdos y ratas sinantrépicas).’’ La principal fuente de infeccién en humanos es el
consumo de carne de cerdo cruda o insuficientemente cocida y productos de carne de
cerdo que no han sido sometidos a un control sanitario adecuado.”® Los cerdos
adquieren la infeccion mediante la ingestion de animales infectados, que encuentran en
los criaderos o en los basurales, principalmente, ratas. Esto ultimo, tiene lugar cuando
son criados en malas condiciones higiénicas o cuando deben buscar su propia fuente de
alimentacion. Asimismo, en las ratas la infeccidn se mantiene por sus habitos de

canibalismo.

Cuando una persona ingiere carne con larvas de T. spiralis, los jugos digestivos
digieren la carne y las larvas quedan en libertad en el intestino, donde a las cuarenta y
ocho horas se diferencian en machos y hembras. Estos nematodos copulan en el lumen
intestinal, los machos son eliminados con las deposiciones del hospedero y las hembras
gravidas se introducen en la mucosa del duodeno y del yeyuno. Entre el tercero y quinto
dia, comienza la postura de las larvas que profundizan en la pared intestinal y llegan a la
circulacion general a través de los capilares y vasos linfaticos.*® Si bien estas larvas se
diseminan por todo el organismo, se enquistan sélo en la musculatura esquelética.'® El
enquistamiento consiste en la introduccion de las larvas en las fibras esqueléticas,
quedando rodeadas por una envoltura constituida por el sarcolema, transcurridos quince
dias desde la infeccion. Las larvas comienzan a invadir la musculatura esquelética
alrededor del séptimo dia de ocurrida la infeccidn, y este proceso continla mientras
existan hembras gravidas en el intestino. El proceso de crecimiento y maduracion de las
larvas se completa trascurridos aproximandamente veinte dias de la infeccion,

resultando en larvas maduras (L;), que han crecido de aproximadamente 83 a 900 um de
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longitud y que son infectantes para los mamiferos al ser ingeridas.*® EI enquistamiento
de las larvas se completa al cabo de un mes.

Por otro lado, los signos, sintomas y la gravedad del cuadro de la enfermedad
estan directamente relacionados con el numero de larvas ingeridas y el estado del

sistema inmune del hospedero.'®*

Desde su descubrimiento en 1835 por Owen y Piaget,*®

esta parasitosis no pudo
ser erradicada. Hay muchos factores que intervienen, entre ellos, el complejo ciclo de
vida T. spiralis, la falta de especificidad de huésped, las diferentes formas estructurales
y los diversos nichos ecoldgicos a lo largo del ciclo. Ademas, la fase aguda de la
infeccion no presenta signos patognomanicos y el diagndstico de las personas infectadas
se hace méas complejo, cuando las larvas han invadido las células del masculo

esquelético.%®1%

Es importante destacar que Argentina es un pais con alto riesgo endémico de
triquinelosis.®'®% En la actualidad, los IFAs més cominmente utilizados para el
tratamiento de la triquinelosis son derivados de benzimidazol como albendazol (ABZ),
flubendazol, mebendazol y tiabendazol.!®® Sin embargo, cuando se incluyen en las
formas farmacéuticas convencionales, estos IFAs presentan una eficacia limitada para

eliminar las larvas enquistadas en el masculo.*%*%

1.3.1.1 Albendazol

El ABZ (Figura 13), el éster metilico del &cido [5-(propil-tio)-1H-benzimidazol-2-
ilJcarbamico, es un compuesto antihelmintico ampliamente utilizado en el tratamiento
de infecciones por nematodos sistémicos y es de primera eleccidn en el tratamiento de la
triquinelosis.’®*'° Es también, la primera opcion para el tratamiento de la cisticercosis
y la hidatidosis quistica, sobre todo en los casos diseminados o inoperables y en el
tratamiento pre-quirdrgico.’®** Sin embargo, su eficacia se encuentra limitada debido
a su baja solubilidad en agua y su consecuente absorcion erratica.'** La accion de este

IFA contra los helmintos intestinales no depende de la concentracion que se alcanza a
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nivel sistémico, pero esta concentracion es importante en el tratamiento de las

patologias antes mencionadas.

En este trabajo de Tesis, se utilizo6 ABZ como modelo de IFA poco soluble en
agua debido a su relevancia en el tratamiento de parasitosis endémicas en nuestro pais y
por estar incluido en la lista de medicamentos esenciales de la Organizacion Mundial de
la Salud. Estos medicamentos son aquellos que cubren las necesidades de atencion de
salud prioritarias de la poblacién.™® Su seleccion se hace atendiendo a la prevalencia de

las enfermedades, a la evidencia de seguridad y eficacia.*****

N \@::%Hlo/

Figura 13. Estructura quimica del ABZ.

Los benzimidazoles ocasionan muchos cambios bioquimicos en los neméatodos
susceptibles, por ejemplo, inhibicion de la fumarato reductasa de mitocondrias,
disminucion del transporte de glucosa y desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa.'® No obstante, numerosas publicaciones sefialan que la accién primaria de
ellos comprende la inhibicion de la polimerizacion de microtibulos al unirse a [3-
tubulina.'*? La toxicidad selectiva de dichos compuestos se debe a que presentan una
afinidad mucho mayor por la PB-tubulina del parésito con respecto a la de los

mamiferos.®

El ABZ se presenta como un polvo blanco o levemente amarillento, facilmente
soluble en &cido férmico y acido acético, pobremente soluble en éter y cloroformo,
practicamente insoluble en etanol y en agua.’*’ Este IFA, presenta dos valores de pKa
de 2,68 y 11,83, manifestando caracteristicas levemente basicas.**® Es decir, su
solubilidad se incrementa cuando el pH de la solucién es bajo. A un valor de pH de 1,2,
se reportd una solubilidad de 900 pg/mL, mientras que a un pH superior a 5, su

solubilidad reportada fue incluso menor de 1 pg/mL.**'? Si bien existe una amplia
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discusion sobre la clasificacion de este IFA en cuanto al Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutico, la mayoria de los autores encuadran a este farmaco como
perteneciente a la clase I1.*?! Es decir, que presenta una baja solubilidad acuosa pero una

alta permeabilidad.?

Por otro lado, las propiedades de estado solido pueden desempefiar un papel
crucial en la velocidad de disolucion y solubilidad, especialmente cuando estan
involucrados polimorfos con diferente estabilidad termodinamica. De hecho, las
diferencias de empaque en el arreglo cristalino, asi como en la energia reticular y la
entropia a menudo resultan en cambios significativos en las propiedades fisicas de los
farmacos. Esto puede tener influencia en propiedades como la densidad, dureza,
compresibilidad, indice de refraccion, punto de fusién, entalpia de fusion, presion de
vapor, solubilidad, velocidad de disolucion e incluso el color, que pueden variar entre

los diferentes polimorfos de un mismo compuesto.*?

Fueron identificados dos polimorfos del ABZ, de los cuales la Forma I
(metaestable a temperatura ambiente) corresponde a la forma comercializada del
farmaco y la Forma I, fue aislada y caracterizada por Panzo y colaboradores en el
2011.'2 La Forma Il se encuentra enantiotrépicamente relacionada a la Forma I, pero
ambas son fisicamente estables, debido a la alta barrera energética requerida para la
activacion de la interconversion.*** Dos polimorfos son enantiétropos cuando la
temperatura de transicion se encuentra por debajo del punto de fusion de ambas formas
polimorficas. La temperatura de transicion es la temperatura a la cual los polimorfos

tienen la misma estabilidad.'®

Panzo y colaboradores concluyeron que el ABZ en estado sélido representa un
sistema complejo, en el cual las diferencias estructurales que pueden estar asociadas con
el polimorfismo, son al menos de cuatro tipos o combinaciones entre ellas: a)
tautomericas, por ejemplo, que se encuentren ambos atomos de N del anillo
benzimidazolico del ABZ protonados (corresponderia a la Forma 11), o que s6lo uno de
los 4&tomos de N se encuentre protonado (como en el esquema convencional de la

estructura quimica del ABZ que puede observarse en la Figura 13); b) diferentes
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conformaciones de una o de las dos cadenas laterales unidas al sistema de anillos
biciclico; c) la existencia de desorden molecular o su ausencia y d) diferentes arreglos
de puentes de hidrogeno en los dos polimorfos, sin diferencia en la estructura

molecular,*?*+1%

Se ha reportado que la distribucion de cargas negativas se encuentra localizada en
el nitrégeno del anillo aromatico, el grupo carbonilo del residuo de carbamoilo y el
oxigeno del éster. Mientras que la distribucion de cargas positivas se encuentra en el
proton del grupo amida y el protdn del grupo amino del anillo aromético. En base a
estos datos, se ha inferido que el ABZ puede participar de enlaces de puente hidrégeno
tanto inter- como intramoleculares y que la contribucion de las diferentes estructuras

dependeria de las interacciones del ABZ con su entorno.**’

1.4 Disefio experimental

El disefio experimental se puede definir como una estrategia, basada en métodos
estadisticos, para la creacion de experimentos de manera eficiente, sistematica y precisa,
que brindaréa informacién segura y coherente.’®® La importancia del empleo del disefio
experimental en procesos de desarrollo, radica en que muchas veces un proceso
inadecuado de planificaciéon y disefio de los experimentos puede conducir a que los

mismos no cumplan con su propésito.*?

Un factor o variable independiente, es cualquier aspecto de las condiciones
experimentales que puede terner efecto sobre el resultado de un experimento (respuesta
o variable dependiente). Estos factores pueden ser cualitativos o cuantitativos y los
diferentes valores que pueden tomar los mismos se denominan niveles.*” Debido a que
normalmente son numerosos los factores que pueden afectar la respuesta del sistema
estudiado (haciendo practicamente imposible identificar y controlar las pequefias
contribuciones de cada uno de ellos), se hace necesario seleccionar aquellos factores
que tienen un mayor efecto sobre la misma.** Para ello se llevan a cabo experimentos

con el obtetivo de determinar relaciones (usualmente en forma de modelos
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matematicos) entre factores que pueden influir sobre un sistema y las respuestas o

propiedades del mismo.™*!

Una de las formas tradicionales para hallar cuales factores tienen efecto sobre una
respuesta, seria variar un factor a la vez. Esta metodologia puede ser ineficiente y
arribar a resultados engafiosos, y en lineas generales deberia ser evitada.’**'* Otra
manera de abordar esta problematica seria emplear un disefio estadistico que permita

variar todos los factores a la vez.

El término disefio experimental, se emplea normalmente para referirse a las etapas
de.129,130

o ldentificar los factores que pueden tener influencia sobre el resultado de

un experimento.

o Disefio del experimento de modo que se minimicen los efectos de los

factores que no pueden controlarse.

o Utilizacion del andlisis estadistico para evaluar los efectos de los factores

implicados.

Los disefios factoriales completos, que estudian todos los factores que afectan a la
variable respuesta, empleando al menos dos niveles por factor, pueden dar un nimero
inaceptablemente grande de experimentos. Esto se debe a que incluso los sistemas que
parecen simples pueden encontrarse afectados por un gran nimero de factores. Por otro
lado, muchos de los factores estudiados pueden afectar a la respuesta interactivamente,
es decir, el efecto de un factor puede depender de los niveles de otros. Cualquier
interaccion entre los factores debe ser distinguida de los errores aleatorios en las
mediciones.*** De modo que es més comun el uso de disefios factoriales parciales, que
proporcionan menor informacion sobre algunos aspectos como las interacciones, con el

objetivo de conseguir un nimero manejable de experimentos.**

Un disefio muy utilizado y economico, que aporta informacion sobre los factores

individuales pero no sobre las interacciones es el método de Plackett-Burman.'?® Este
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disefio es muy adecuado para las pruebas de robutez, por ejemplo establecer si el
resultado de una técnica analitica se ve afectado por variaciones en determinados
factores.™*® La caracteristica de estos disefios es que estan compuestos por un niimero de
experimentos maltiplo de 4 (4n experimentos, donde n=1, 2, 3...). El nimero maximo
de factores que pueden evaluarse con un disefio determinado es 4n — 1.*” Estos disefios
incluyen unos factores llamados “ficticios”, que no tienen significado quimico. Sin
embargo, los efectos aparentes de estos factores “ficticios” se pueden utilizar para
estimar los errores aleatorios de las determinaciones.'*® Cuanto mas factores “ficticios”
haya en el disefio, mejor es la estimacion de este tipo de errores, por lo que no es raro
que se emplee un disefio de Plackett-Burman con un nimero de experimentos superior
que el estrictamente necesario, consiguiendo asi una informacién de mayor calidad en la

evaluacion de la influencia de un factor sobre la respuesta.”*

El disefio de Placket-Burman emplea dos niveles por cada factor, los cuales

€

normalmente se denominan “+” para el valor mas alto y para el mas bajo. Otra

caracteristica del disefio es que asigna de manera ciclica el “+” y el “-” para cada
experimento.”®’ Los efectos para cada factor sobre la respuesta pueden estimarse

mediante la ecuacion [2]:**°

Efecto = 2% [Z(YL) - (y)] 2]

Donde “N” es el numero de experimentos, “y+” son los valores de la respuesta
obtenidos para el valor mas alto del factor, e “y-" son los valores de la respuesta para el

valor méas bajo del mismo.**®

La significancia de cada factor se evalta empleando calculos asociados al analisis

de la varianza (ANOVA). La suma de cuadrados para cada factor en un disefio a dos

niveles se calcula mediante la ecuacion [3]:***

« (efecto estimado)?
4

Suma de cuadrados = N

[3]
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Cada una de las sumas de cuadrados tiene un grado de libertad, por lo que dicha
suma es igual al cuadrado medio. El error aleatorio se estima promediando la suma de
cuadrados de los factores “ficticios” y dividiéndolo por el nimero de los mismos (que
serian los grados de libertad). Cada uno de los factores se compara con el error aleatorio
estimado, mediante una prueba F de una sola cola con un nivel de significancia de
p=0,05.1%

Posteriormente a la determinacion de los factores influyentes sobre la respuesta,
se pueden emplear disefios para optimizar los valores de los factores de modo de
obtener las mejores condiciones que permitan obtener un sistema con las caracteristicas
buscadas. La metodologia de superficie de respuesta incluye una serie de técnicas
matematicas y estadisticas basadas en el ajuste de los datos a ecuaciones polindmicas,
las cuales deben describir el comportamiento de un grupo de datos con el objetivo de
hacer predicciones estadisticas.!*® Esta metodologia puede ser aplicada cuando una o
varias respuestas de interés son afectadas por diferentes variables. El objetivo principal
es optimizar los niveles de las distintas variables para obtener un sistema con el mejor
desempefio.*! Cuando se optimizan varias respuestas al mismo tiempo, se suele recurrir
a la funcion de deseabilidad (D), que es una relacion de compromiso entre los valores

6ptimos de todas las variables a optimizar.'*
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue disefiar, preparar, caracterizar y

evaluar sistemas transportadores de albendazol.

2.2 Objetivos especificos

o Generar nuevos sistemas transportadores a partir de interacciones ionicas entre

diferentes polimeros.

o Formular microparticulas poliméricas como sistemas transportadores que

permitan incrementar la solubilidad y velocidad de disolucion del albendazol.

o Generar y caracterizar nuevos sistemas transportadores a partir de

modificaciones quimicas de macromoléculas (ciclodextrinas).

o Caracterizar las macromoléculas obtenidas mediante espectroscopia de

infrarrojo, resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas.

o Evaluar la interaccion del albendazol con las macromoléculas obtenidas
mediante diagramas de solubilidad de fase, espectroscopia de resonancia

magnética nuclear y espectrometria de masas.

o Obtener complejos de inclusion entre el albendazol y las macromoléculas en

estado solido.

o Identificar las estructuras solidas obtenidas (complejos de inclusion-asociacion)
por difraccion de rayos X, calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia

de infrarrojo.

o Analizar la morfologia de los sistemas obtenidos por microscopia electronica de

barrido.
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o Caracterizar fisicoquimicamente a los sistemas obtenidos mediante estudios de

velocidad de disolucién y solubilidad.

o Evaluar la eficacia antiparasitaria del albendazol incluido en los sistemas
estudiados durante la fase aguda y parenteral de la infeccion por Trichinella

spiralis en un modelo murino.

o Evaluar la irritacion géastrica producida por el albendazol y por el complejo

albendazol:citrato-p-ciclodextrina en un modelo murino.
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

El ABZ, Q, P y CMC, Laboratorio Parafarm, fueron adquiridos en Drogueria
Saporiti (Argentina). La p-CD fue donada por Roquette SA (Francia). EI D,0, acido
citrico, &cido succinico, &cido itaconico, 1-bromo-hexano, carbonildiimidazol, M-p-CD,
HP-B-CD vy albendazol sulféxido (ABZSO) fueron obtenidos en SIGMA-ALDRICH
CHEMIE GmbH (USA). El alcohol isopropilico, el &cido acético, &cido férmico, etanol
absoluto, cloroformo, éter etilico, metanol, acetato de etilo, N-N-dimetilformamida, HCI
y NaOH fueron de Laboratorios Cicarelli (Argentina). EI DMSO y el NaH,PO,.H,0 se
adquirieron en Anhedra (Argentina). El agua y el metanol para los ensayos de ESI-TOF-
MS, fueron adquiridos en Carlo Erba (Argentina). El resto de los reactivos empleados

fueron de calidad analitica.
3.2 Métodos
3.2.1 Formulacion de sistemas microparticulados

3.2.1.1 Caracterizacion de los polimeros empleados en la formulacién

de los sistemas microparticulados

3.2.1.1.1 Caracterizacion del quitosano

3.2.1.1.1.1 Determinacion del grado de desacetilacion

A. Determinacion del grado de desacetilacion por titulacion acido-base

Esta determinacion se realizé mediante titulacion potenciométrica acido-base por
los métodos de Boussignac y colaboradores;> Ke y colaboradores;”® y Jiang y

colaboradores.>
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Para los tres métodos las muestras se prepararon de igual forma: se disolvieron
200,0 mg de Q exactamente pesados en 25,00 mL de HCI 0,1 M, esta solucién se llevé a
100 mL con agua destilada y se ajusto la fuerza ionica a 0,1 con KCI. Se titulo el exceso
de é&cido en la muestra anterior con una solucion de NaOH 0,1 M/ KCI 0,1 M
estandarizado contra un patrén primario de ftalato 4cido de potasio.”® El pH fue
monitoreado con un electrodo de membrana de vidrio calibrado sensible a pH. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

En el caso de la determinacion de los dos puntos de inflexion (Broussignac) se
prosiguié la valoracion hasta que se observaron ambos saltos. Los volimenes
equivalentes (V.) se determinaron por el método de las derivadas, empleando para el

calculo de GD la ecuacion [4].

_AVxCyp, X10° x 16
m x 0,0994

GD

[4]

donde AV es la diferencia de volumen de NaOH gastado entre ambos puntos de
inflexion, Cnaon €s la concentracion de NaOH (mol. L™); m, es el peso de la muestra de
Q, los valores 16 y 0,0994 estan relacionados con el peso molecular y la cantidad

tedrica de grupos amino.**?

En el método de Ke y colaboradores, se utilizd la ecuacion [5] para la

determinacion del V. y el GD se calculé mediante la ecuacion [6].%

Vo+ \ + -
V=V —e— [H"]-[oH] [5]

donde V, es el volumen de la solucién de Q antes de la valoracion, V es el
volumen de base fuerte agregada y Cg es la concentracién del titulante. Se graficé la
funcién [5] y de la interseccion de esta funciédn lineal con el eje V se obtuvo el V.. El

GD se calcul6 mediante la ecuacion [6]:

_ d
" m-161xd
+
204

GD X100 d= C,V,- CbV, [6]

d
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donde C; y V1 son la concentracion y el volumen de HCI empleado para disolver

la masa de Q (m).

En el método de Jiang y colaboradores, se emplearon las ecuaciones [7], [8] ¥ [9]
para calcular el Ve, empleando también la ecuacion [6] para el célculo del GD.*®

Y VAKX [7]

Y=ve+ VoC:V [H*]-[on ] (8]
-GV KtV (VoY) v [9]
WlF] W] & ]

donde K, y Ky, son la constante de disociacion del Q y del agua, respectivamente.

B. Determinacion del grado de desacetilacion por RMN

Con el fin de identificar y caracterizar la estructura del Q empleado; se disolvieron
10 mg del polimero en 1 mL de DCI (1 % v/v) y se registraron los espectros de RMN de
'H y 'H-*C HSQC. El equipo empleado fue un espectrémetro de RMN Bruker, Avance

300 MHz. Una vez identificados los protones de interés se calculd el GD segun Lavertu

143

y colaboradores (2003),”* mediante la ecuacion [10]:

6D () 100X H-1D (10]
(H-1D + H-Ac/3)

donde H-1D y H-Ac, corresponden a las integrales de las sefiales del protdn
anomérico del mondmero desacetilado y a los tres protones del grupo N-acetilo,

respectivamente.

3.2.1.1.1.2 Determinacion del peso molecular promedio por viscosimetria

Para determinar el M, del polimero se realizaron soluciones diluidas del mismo a
varias concentraciones, se les determind la viscosidad y se grafico nsp/C versus c. Para

ello, se realizaron 5 soluciones de Q con las siguientes concentraciones 0,1; 0,15; 0,2;
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0,3y 0,4 % plv, cada una de ellas por triplicado. El solvente utilizado para disolver el
polimero fue una solucién acuosa de 4cido acético 0,2 M y acetato de sodio 0,1 M.***

Las mediciones de la viscosidad se Ilevaron a cabo con un viscosimetro capilar
Ostwald-Cannon-Fenske n® 75 (Figura 14), en un bafio termostatizado a 30 °C. Se
introdujeron en el viscosimetro 10,00 mL de solucidn, se dejé estabilizar la temperatura

durante 5 min. Se procedié a medir el tiempo (t) que demoro la solucion en atravesar los

|

\\
J

dos enrases del capilar.

Figura 14. Viscosimetro capilar de Ostwald-Cannon-Fenske.

El mismo procedimiento se repitié 10 veces con cada solucién y para el disolvente
puro (t,). Debido a que se trabajé con soluciones muy diluidas de polimeros, su
densidad (p) fue practicamente ideéntica a la del disolvente puro (po) y el calculo de e

(ecuacion [11]) pudo simplificarse a t/t,.

t
N = lzp— [11]
Mo Po-lo
Teniendo en consideracion lo anteriormente mencionado, sobre la densidad de las

soluciones, la viscosidad especifica (nsp) se calculé mediante la ecuacion [12]:

t
T.lsp: t__lz rlrel_1 [12]

0o
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Por lo tanto la n.q fue calculada segtn la ecuacién [13]:%°
Mred = nsp/C: t/to'1 /C [13]
donde C, es la concentracion del polimero.

Con los datos anteriores se obtuvo la gréfica de la nyeq Versus la concentracion de
Q vy se verifico linealidad. De la ecuacién de la recta se obtuvo la [n] que se corresponde

con la ordenada al origen (ecuacion [14]).

T]sp — MNrel -1

oo e M ke ‘.C [14]

De acuerdo con la ecuacion de Mark-Houwink (ecuacion [15]) se calcul6 el My
n =KM/ [15]

donde, K y o son constantes caracteristicas del sistema polimero — solvente.##1%

Los valores de K y a fueron 1,64.10%°.GD* y -1,02.10%2GD + 1,82,
respectivamente.*>1%14® E| valor de GD empleado para calcular K, fue el obtenido en

la caracterizacion de Q y se encontrd expresado en porcentaje.
3.2.1.1.2 Caracterizacion de la pectina

3.2.1.1.2.1 Determinacion del grado de esterificacion por espectroscopia de infrarrojo

La P se secd en estufa de vacio durante 72 h a 60 °C, se realizo el espectro en un
espectrometro FT-IR-Prestige-21 (Shimadzu, Tokio, Japon) empleando el método de la
pastilla de BrK (1 mg de muestra en 100 mg de KBr). El rango de escaneo fue de 450 a
3900 cm™. La determinacién del grado de esterificacion (GE) se llevd a cabo
comparando las 4reas de dos bandas obtenidas en el espectro de IR, una a 1636 cm™
que corresponde a los grupos carbonilos libres y otra a 1740 cm™ correspondientes a los

carbonilos unidos a los grupos éster.**” El GE se calculé segun la ecuacion [16]:
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A174O

GE (%) =——*—
0 (Arza0t Asgas)

x 100 [16]

donde Asgss Y Aiza0, SON las &reas correspondientes a los picos a 1636 cm™ y 1740 cm™,

respectivamente. 1%

3.2.1.1.2.2 Determinacion del peso molecular promedio por viscosimetria

La determinacion del M, de la P se realizd utilizando un procedimiento similar al
descripto en la seccion 3.2.1.1.1.2, con la salvedad que las mediciones se realizaron a 25
°C vy el sistema de solventes empleado para disolver el polimero fue una solucion de
NaCl 0,09 M. El célculo del M, se realiz6 utilizando la ecuacién [15], empleando los

valores de K =9,55.10% mL/g y a = 0,73, reportados por Anger y Berth, %"

3.2.1.1.3 Caracterizacion de la carboximetilcelulosa sddica

3.2.1.1.3.1 Determinacion del grado de sustitucion por titulacién acido-base

Se determiné el GS mediante el método reportado en la norma ASTM D1439/03.
Para realizar esta determinacion se procedié a la conversion de la CMC en su forma
acida. Para ello, se pesaron 4,0 g de CMC, se supendieron en 75 mL de etanol (96°), y
posteriormente se adicionaron 5 mL de HNOs. Se calentd la mezcla hasta ebullicion
durante 5 min y se dejé decantar la carboximetilcelulosa &cida suspendida. El
precipitado se lavé con 150 mL etanol (80°) a 60 °C, manteniéndolo con agitacion
mecénica durante 10 min, y se filtrd. Este Gltimo procedimiento de lavado, se repitid
hasta eliminar el exceso de acido. Finalmente, la carboximetilcelulosa &cida retenida en
el filtro se lavo con una pequefia cantidad de metanol anhidro y se sec6 en estufa
durante 3 h a 105 °C.**

Para llevar a cabo la valoracion se pesaron 0,5000 g carboximetilcelulosa acida, se
afiadieron 25,00 mL de una solucién de NaOH 0,3 M y 100 mL de agua, se calento esta
solucion hasta ebullicion y se mantuvo durante 20 min. Se valoro el exceso de NaOH
con una solucion de HCI 0,3 M, mientras la solucion a valorar se encontraba a 60 °C. El

calculo del GS se realiz6 empleando las ecuaciones [17] y [18]:%%%%3
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_BxC-DxE

A - [17]
__0162xA (18]
(1-0,058 x A)

donde:

A = miliequivalentes de acido consumidos por cada g de muestra
B = mL de NaOH afadidos

C = molaridad del NaOH

D = mL de HCI consumidos

E = molaridad del HCI

F= gramos de muestra empleados en la valoracion

Ademas, los valores 0,162 y 0,058, se encuentran relacionados al peso molecular
de la unidad de glucosa y al peso molecular del sustituyente carboximetilo,

respectivamente.

3.2.1.1.3.2 Determinacion del peso molecular promedio por viscosimetria

La determinacion del M, de la CMC, se realiz6 utilizando un procedimiento similar al
descripto en la seccion 3.2.1.1.1.2, exceptuando que las mediciones se realizaron a 25
°C vy el sistema de solventes empleado para disolver el polimero fue una solucion de
NaOH 0,5 M. El célculo del M, se realiz6 utilizando la ecuacién [15], empleando los
valores de K =5,37.10" dL/g y a = 0,73."**

3.2.1.2 Formulacion de microparticulas poliméricas

Para la formulacién de la microparticulas poliméricas se recurrié a la formacion
de un complejo polielectrolitico compuesto por Q, CMC y P. Las microparticulas

formuladas fueron del tipo matricial.
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Como herramienta para optimizar el sistema se utilizaron disefios experimentales.
En una primera fase del disefio se evaluaron los factores (concentracion de Q, P y CMC)
en orden de identificar aquellos que ejercian un efecto significativo sobre las respuestas:
rendimiento (R), eficiencia de encapsulacion (EE), porcentaje de IFA disuelto a los 30
(Qs) y a los 60 min del ensayo de disolucion (Qeo). El disefio experimental
seleccionado para realizar esta tarea fue el Plackett-Burman (Tabla IV, péag. 75)
evaluando los factores a tres niveles y adicionando un punto central por triplicado. Se
realizd un test ANOVA a los datos experimentales correspondientes al disefio,
empleando el efecto de las variables “ficticias” para obtener una estimacion de los
errores estandares de los coeficientes. En la fase de optimizacion se utilizdé un disefio
central compuesto (Tabla V, péag. 77) con objeto de hallar las condiciones
experimentales en las cuéles el sistema en estudio presenta valores maximos para cada
respuesta. Debido a que se plante6 optimizar varias respuestas simultineamente se

recurrid a la funcién D.
Las particulas se elaboraron en tres etapas:
1) Preparacion de las siguientes soluciones:

A- Solucién de ABZ y Q en acido acético al 30 % v/v

o Se solubilizaron 100 mg de ABZ en 30 mL de &cido acético bajo agitacion
magnética (750 rpm durante 5 min).

o Se incorporaron 70 mL de agua destilada (750 rpm durante 5 min).

o Se disperso el Q con ayuda de agitacién magnética (750 rpm durante 60 min).

o Se verifico el pH.

B- Solucién de P en agua

o Se disperso la P en 100 mL agua destilada bajo agitacion magnética (750 rpm
durante 2 h)

o Se verifico el pH.

o C- Solucién de CMC en agua
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o Se disperso la CMC en 100 mL de agua destilada bajo agitacion magnética (750
rpm durante 2 h)

o Se verificé el pH.

Las cantidades de Q, P y CMC empleadas en la preparacion de las soluciones A,
B y C variaron segun lo planteado en el disefio experimental (Tabla IV, Pag. 75 y Tabla
V, Pag. 77)

2) Mezclado de las soluciones segun el disefio experimental:

o Se calento la solucion A a 50 °C bajo agitacién magnética.

o Se mezclaron las soluciones B y C, luego se calent6 a 45-50 °C.

o Se incorporo lentamente la mezcla de B y C sobre la solucién de A con agitacion
magnética a 1000 rpm, de manera de evitar la coacervacion.

o Se verifico el pH.

3) Secado por aspersion

o Para llevar a cabo esta etapa se utilizé el equipo Mini Spray Dryer Buchi B-290
(Suiza). Las condiciones de secado seleccionadas fueron las siguientes:
temperatura de entrada de aire filtrado: 130°C y de salida: 70 °C; flujo de aire:
38 m*/h, velocidad de alimentacién: 5 mL/min, la eficiencia de aspiracién: 100
%.

o Una vez que se estabilizo el equipo, se procedi6 a secar la muestra en el equipo.

o Se peso el producto obtenido.

3.2.1.3 Programas

Se empled el programa Design Expert version 7.0.3 (Stat-Ease Inc., Minneapolis,
MN) para realizar los disefios experimentales, los ajustes polinomicos y los ANOVA.
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3.2.1.4 Determinacion del rendimiento

El R se calculé empleando la ecuacion [19], como la proporcion entre el peso de
las particulas que se obtuvo experimentalmente (Pproqucto) Y 12 suma de los pesos de
todos los componentes del sistema:

R (%) — I:)Producto [ 19]
I:)ABZ +I:)Q +PP +PCMC

siendo Pagz, Po, Pr Y Pcmc, los pesos de ABZ, Q, P y CMC incorporados

respectivamente.

3.2.1.5 Determinacion del titulo de las microparticulas

La determinacion del titulo del ABZ incluido en las micropérticulas se llevo a
cabo mediante espectrofotometria UV, empleando un espectrofotometro Boeco S-26
UV-Vis (Alemania). Para ello, se realiz6 un barrido espectral y posteriormente, la
correspondiente curva de calibracion para el ABZ disuelto en HCI 0,1 M, a la longitud
de onda del méximo de absorcion (292 nm). Se pesaron 20,0 mg de particulas, a los
cuales se le incorporaron 50 mL de HCI 0,1 M y se agit6 a 220 rpm en un agitador
eliptico durante 24 h. Posteriormente, la solucion se llevé a 100 mL con HCI 0,1 M en
un matraz, se filtro y se determind la absorbancia de la solucién a una longitud de onda
de 292 nm. Se calcul6 la concentracion de ABZ microencapsulado, interpolando el

valor de absorbancia obtenido en la curva de calibracion.

3.2.1.6 Calculo de la eficiencia de encapsulacion

La EE % fue calculada mediante la ecuacion [20]:

ABZ
EE (%) = - x 100 [20]

t

donde ABZ; es el contenido de ABZ obtenido en la titulacion y ABZ; es el
contenido tedrico de dicho IFA en las microparticulas.
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3.2.1.7 Estudios de solubilidad aparente

La determinacion de la solubilidad aparente en agua del ABZ incluido en las
microparticulas formuladas, se realiz6 adicionando un exceso del complejo a 10,00 mL
de agua destilada y manteniendo el sistema en agitacion constante durante 72 h en un
agitador eliptico a 200 rpm. Transcurrido el tiempo estipulado se filtraron las soluciones
a través de un filtro de 0,45 pum y se determinaron las concentraciones de las mismas
por espectrofotometria UV. Se empled un espectrofotometro Boeco S-26 (Alemania), la
longitud de onda a la cual se realizaron las mediciones fue 292 nm.

3.2.1.8 Estudios de velocidad de disolucion

Las microparticulas se sometieron a ensayos de disolucion en un aparato de
disolucién estandar USP (Hanson Research SR8 Plus, Chatsworth, USA), equipado con
paletas rotacionales (50 rpm). Para realizar este ensayo se siguieron las condiciones
descriptas en la USP XXXI1."*> El medio de disolucién (900 mL de HCI 0,1 N) se
mantuvo a 37°C. Las microparticulas conteniendo ABZ (100 mg) se introdujeron en los
vasos y se tomaron muestras de 5 mL a través de un filtro a los siguientes tiempos: 10,
20, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 y 360 min. Se determind la concentracion de las
muestras por espectrofotometria a una longitud de onda de 292 nm.

La determinacion de la eficiencia de disolucion (ED) se realiz6 empleando la
ecuacion [21]:

yxdt
ED %:E—X1OO [21]
leO><t

donde vy es el porcentaje de IFA disuelto al tiempo t, e yi00 €S porcentaje maximo
de IFA disuelto.

3.2.1.9 Calorimetria diferencial de barrido

Se realizaron analisis de calorimetria diferencial de barrido (CDB) para el ABZ y

las microparticulas formuladas, empleado un calorimetro diferencial de barrido
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Shimadzu TA-60 con rango de temperatura entre -150 y 600°C. El ensayo se realizé en
un rango de temperaturas de 25 a 350 °C a una velocidad de calentamiento de 5

°C/min, bajo atmdsfera de N, (velocidad de flujo de 30 mL/min).

3.2.1.10 Difraccion de ravos X

Se registraron los patrones de difraccion de rayos X (DRX) para el ABZ vy las
microparticulas formuladas para estudiar la estructura al estado solido de los mismos. El
equipo que se utilizo fue un difractémetro X Pert Phillips 5000 (Paises Bajos), en modo
de reflexion a temperatura ambiente. Las mediciones se realizaron empleando Cu (Ka),
monocromador (A=1,540562 A), utilizando radiacion incidente. Las condiciones de
medida fueron 40 kV, 20 mA y 0,02° (260).

3.2.1.11 Microscopia electronica de barrido

Se analizd la morfologia de las microparticulas a partir de las micrografias
obtenidas mediante un microscopio electronico de barrido, Leitz SEM AMR 1600 T.
Las muestras fueron previamente recubiertas con una capa de oro de manera de hacerlas

conductivas.

El tamafio de particula fue estimado empleando el programa para analisis de
imagenes Image-pro Plus (IPP). El calculo de distribucion de tamafio de particula, se

realizé considerando el didmetro de 200 particulas.’*®

3.2.1.12 Estudios de estabilidad

Se evallo la estabilidad de las microparticulas luego de su conservacién durante
14 meses a 25 °C, mediante la determinacién de la concentracién de ABZ por CLAE. Se
empled un equipo Hewlett-Packard serie 1100, equipado con un inyector manual, una
bomba cuaternaria con desgasificador en linea por vacio y un detector con arreglo de
diodos. La columna empleada fue una LiCroCART® 250-4 LiCrospher® 100 RP-18
(250 x 4 mm diametro interno, 4 um).
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La metodologia fue una adaptacion de la empleada en la Farmacopea Europea 8°
Edicion,™’ utilizando las siguientes condiciones: la fase mévil estuvo compuesta por
una solucion de (NH;)H2PO, (1,67 g/L) y metanol en una proporcién 3:7, la velocidad
de flujo fue de 0,7 mL/min, la deteccion se realiz6 a una longitud de onda de 254 nm y
el volumen de inyeccién fue de 20 pL. Bajo esas condiciones, el tiempo de retencion
para el ABZ fue de 11,2 min. La linealidad fue estudiada en el rango 2-100 pg/mL vy el
coeficiente de correlacion fue 0,999. La especificidad del método fue evaluada mediante
la determinacion de la pureza de los picos empleando el detector de arreglo de diodos.
Las microesferas fueron disueltas en 5 mL de metanol:acido sulfarico (99:1) y llevadas

a 50 mL con fase movil.

3.2.1.13 Determinacion de la densidad aparente y la densidad
empacada

La densidad aparente (D,) y densidad empacada (De) fueron determinadas de
manera indirecta, como describe la Farmacopea Europea.®” Una cantidad exactamente

pesada de polvo (m), fue colocada en una probeta graduada y se midi6 su volumen (Vo).

La D, de un polvo es una relacion entre la masa de un polvo no compactado y su
volumen, incluyendo la contribucidn de los espacios interparticulares. De este modo, la
densidad aparente depende de la densidad de las particulas de polvo y del arreglo
espacial de las particulas en el lecho del polvo. La D, fue determinada vertiendo
lentamente la muestra en una probeta graduada hasta completar el 60 % del volumen del
contenedor y conociendo su peso, fue calculada mediante la ecuacion [22].

m
Do = [22]
VO
La densidad empacada (D) fue determinada aplicando una fuerza controlada
sobre la muestra. La probeta graduada con la muestra en su interior se sometid a
impactos verticales hasta que el volumen final ocupado por el polvo se mantuvo
constante, obteniendo el volumen final (Vs). La D, se calcul6 empleando la ecuacion

[23].
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[23]

<|3

La porosidad interparticular (l¢) del polvo fue calculada mediante la ecuacion [24]

1= Do D:) [24]
(D,xD,)

3.2.1.14 Determinacion del indice Carry el indice de Hausner

El indice de Carr (IC) es un cociente entre D, y D, expresado como porcentaje. La
compresibilidad porcetual da una idea de la cohesion, uniformidad de tamafio y el area

superficial de los polvos. El IC se calculé mediante la ecuacion [25]:

IC (%) = % X 100 [25]

e

El indice de Hausner (IH) esta relacionado con la friccion interparticular y fue

calculado mediante la ecuacion [26]:

D
IH= —=% 26
o [26]

3.2.1.15 Determinacion del dangulo de reposo

Esta determinacion se realizé haciendo pasar el material microparticulado a través
del orificio de un embudo (altura de 9,5 cm, didmetro superior de 7,2 cm y diametro
interior de la parte inferior de 1,8 cm) sobre una placa de didmetro conocido, obteniendo
de esta forma el material apilado en forma de cono. La altura y el radio del cono
formado por el material al caer fueron medidas con un calibre (Figura 15).

El angulo de reposo (o) se calculé empleando la ecuacion [27]:

o=tan™ (Dj [27]

r
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donde h y r, son la altura y el radio de la base del cono formado,

respectivamente.'*®

7,2cm

9,5cm

20 cm H

Figura 15. Esquematizacién de la determinacion del angulo de reposo.

3.2.1.16 Reproducibilidad entre lotes

Se evaluo la reproducibilidad en la disolucion de las microparticulas realizadas en
las condiciones Optimas de formulacion. Para ello, se realizaron los ensayos de
disolucion in vitro de tres lotes de microparticulas, siguiendo el procedimiento descripto
en 3.2.1.8. Los datos se evaluaron mediante el calculo de los factores de diferencia (f;) y
de similitud (f;), que se realizO empleando de las ecuaciones [28] y [29],

respectivamente.?®

;|Rt_Tt|

f, [28]
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t=1

f,= 50 x log {[H%xi (Rt-Tt)Z}_ X 100} [29]

donde R;y Ty, son los porcentajes disueltos promedio del IFA en la referencia 'y en

la muestra, respectivamente.
3.2.2 Sintesis de derivados de B-ciclodextrina

3.2.2.1 Sintesis de citrato-f-ciclodextrina

La C-B-CD se preparé mediante el método de la reaccién semiseca.®! Se disolvié
el acido citrico (1; 10,57 mmol; 2,03 g) en agua (1,2 mL) formando una solucién
concentrada y a esta mezcla se le incorpor6 la B-CD (2; 1,76 mmol; 2,00 g) (Esquema
1).32 La relacién molar entre los reactivos fue 1 mol de B-CD y 6 moles de acido citrico.
La cantidad de agua empleada fue 0,6 mL por g de B-CD. Se colocé la mezcla de
reaccion a reflujo a 100 °C por 4 h. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se
elimino el &cido citrico remanente mediante la precipitacion del producto de reaccion
con 15,0 mL de alcohol isopropilico (el &cido citrico es soluble en este solvente) y se
centrifugé a 6000 rpm durante 10 min (Microcentrifuga Mikro 220R, Hettich). El
procedimiento de lavado y centrifugacion se repitié hasta que el pH del sobrenadante

fue neutro. El producto obtenido, C-B-CD (3), se sec6 en estufa a 60°C durante 24 h.

Esquema 1
R=H 6
OH
OH
+ O i
oH H2
OH H OH
H 7 H
1 2 3

3.2.2.2 Sintesis de succinil-B-ciclodextrina

Se disolvio el &cido succinico (4; 8,12 mmol; 959 mg) en agua (0,8 mL) formando

una solucidén concentrada a la cual se le incorporé NaH,PO,.H,0 (0,58 mmol; 63 mg) y
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B-CD (2; 1,16 mmol; 1316 mg) (Esquema 2). La relacion molar entre los reactivos fue 1
mol de B-CD y 7 moles de acido succinico. Se coloc6 la mezcla de reaccion a reflujo a
118°C (temperatura a la cual se logro la disolucion de todos los reactivos) durante 5 h.
Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se elimind el &cido succinico y el NaH,PO,
remanente mediante la precipitacion del producto de reaccion con 20 mL de etanol
absoluto (el &cido succinico tiene una solubilidad de 0,6 M en este solvente).™® Se filtro
el precipitado y el procedimiento de lavado se repitio hasta que el pH del sobrenadante

fue neutro. El producto obtenido, S-B-CD (5), se sec6 en estufa a 60°C durante 24 h.

Esquema 2

SHP
b+ —_—>
H H 7
4 2

3.2.2.3 Sintesis itaconil-B-ciclodextrina

La sintesis de I-B-CD se llevé a cabo mediando dos procedimientos similares:

1- Reaccion con calentamiento a reflujo: Se disolvié &cido itacénico (6; 8,12
mmol; 1056 mg) en agua (0,8 mL) formando una solucion concentrada a la cual se le
incorporé NaH,PO,.H,O (0,58 mmol; 62,5 mg) y B-CD (2; 1,16 mmol; 1316 mg)
(Esquema 3). La relacion molar entre los reactivos fue 1 mol de B-CD y 7 moles de
acido itaconico. Se coloco la mezcla de reaccion a reflujo a 100°C (temperatura a la cual
se logra la disolucién de todos los reactivos) durante 5 h. Una vez transcurrido el tiempo
de reaccién, se elimindé el NaH,PO, y el acido itacdnico remanente mediante la
precipitacion del producto de reaccién con 20 mL de etanol absoluto. Se filtr6 el
precipitado y el procedimiento de lavado se repitié hasta que el pH del sobrenadante fue

neutro. El producto obtenido, I-B-CD (7) se seco en estufa a 60°C durante 24 h.
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2- Reaccion con calentamiento en estufa: Se procedio de forma similar que en la
reaccion con calentamiento a reflujo, adicionando 436,6 mg (4,05 mmol) de
NaH,PO,.H,0 a la solucion de 6 y 2.

Esquema 3

3.2.2.4 Sintesis de hexil-B-ciclodextrina

A una solucién de B-CD (2; 0,44 mmol; 500 mg) en DMSO anhidro (10 mL), se
agregdé Na(OH) (9,13 mmol; 365 mg), se dejo reaccionar durante 2 h a 60°C.
Transcurrido el tiempo, se le adiciond 1-bromo-hexano (8; 9,13 mmol; 1507 mg) y se
dejo bajo agitacién a temperatura ambiente 2 h, luego se calenté a 60°C durante 7 h
(Esquema 4). La reaccion se llevé a cabo bajo atmosfera de N,. Se precipito6 el producto
de reaccion (H-B-CD, 9) mediante el agregado de agua. Posteriormente, se disolvio el
precipitado en éter dietilico (inmiscible con el DMSO), y se purificod la muestra

mediante dos procedimientos diferentes:

1-La fase etérea se coloc6 en una ampolla de decantacion y se emulsioné con 10
mL agua, la fase emulsionada (que tenia como fase externa el agua) se separd y se
centrifug6 descartando el sobrenadante. Este procedimiento se repitidé hasta que no se

produjo emulsion en la fase acuosa. El producto obtenido se sec6 en estufa a 40°C.

2- Se evaporo el solvente (éter dietilico), se disolvié el producto obtenido en
acetato de etilo y se precipitd mediante el agregado de hexano. El precipitado obtenido

se filtro y se seco en estufa a 40°C.
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Esquema 4
1 é ' SHP
SN N —_—>
HoO
H H 7
8 2

3.2.3 Caracterizacion estructural de f-ciclodextrina y derivados

de B-ciclodextrina

3.2.3.1 Espectroscopia de resonancia magnética nueclear en soluciéon

Con el fin de identificar y caracterizar la estructura obtenida, se realizaron
espectros de RMN. Los experimentos realizados fueron *H, *3C, *H-'H TOCSY 1D, *H-
'H cosy, 'H-**c HSQC y *H-*C HMBC. El equipo empleado fue un espectrémetro de
RMN Bruker, Avance 300 MHz.

3.2.3.2 Espectrometria de masas

La determinacion del peso molecular del producto obtenido, se realiz6 empleando
un espectrometro de masas micrOTOF-Q 1l de Bruker Daltonics. Para el analisis se
disolvié 1 mg de la muestra en 1 mL de agua y luego se realizé una dilucién 1/100 en
agua. Las condiciones del analisis fueron las siguientes: se empleé el método ESI,
ventana del escaneo de 200 a 2000 m/z, presion del nebulizador de 0,4 bar, temperatura
de 180 °C, flujo de gas seco de 4,0 L/min, voltaje del capilar de 4500 V, energia de

colision de 35 eV.
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3.2.3.3 Determinacion del grado de sustitucion

El nimero de hidroxilos promedio sustituidos por unidad de glucopiranosa del

anillo de CD se determin6 por RMN y por MS.

Bajo el supuesto de que el espectrometro presenta la misma sensibilidad hacia
todas las CDs que presentan diferente sustitucion en la muestra, el GS se calculd

mediante la ecuacion [30]:

Y ixGS
donde "li" y "GSi" denotan la intensidad y el GS del i-ésimo pico,

respectivamente.

La determinacion del GS de los derivados de B-CD se realiz6 también, a partir de
los espectros de RMN de 'H. Para este analisis se emplearon las areas de las nuevas
sefiales generadas a partir de la sustitucion. Esto se hizo de varias maneras empleando
diferentes picos, dependiendo en cada caso de la resolucién que hayan tenido del resto
de las sefiales en el espectro, por lo que el céalculo y las sefiales seleccionadas

dependieron de cada derivado en particular.

3.2.3.4 Determinacion del contenido de carboxilos

Para determinar el contenido de carboxilos presentes en la C-B-CD se realiz6 una
titulacion é&cido-base. Se pesé una cantidad conocida del producto y se disolvio en un
exceso conocido de NaOH 0,1 N (estandarizado con ftalato acido de potasio) dejandolo
en agitacion durante 1 h. El exceso de NaOH se determiné por titulacion con HCI 0,1 N

empleando fenoftaleina como indicador.®
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3.2.4 Preparacion y caracterizacion de formulaciones empleando

B-ciclodextrina y derivados de -ciclodextrina

3.2.4.1 Evaluacion de la afinidad de diferentes ciclodextrinas por el

albendazol

3.2.4.1.1 Diagramas de solubilidad de fase

Para llevar a cabo los diagramas de solubilidad de fase, se realizaron soluciones
de concentraciones crecientes de f-CD, M-B-CD, HP-B-CD, C-B-CD, S-B-CD e I-B-CD.
Se adicion6 un exceso de ABZ a las soluciones antes mencionadas y se las mantuvo en
agitacion constante durante 72 h en un agitador eliptico a 200 rpm. Transcurrido el
tiempo estipulado se filtraron las soluciones a través de un filtro de 0,45 pm y se
determind la concentracion de ABZ en las mismas por espectrofotometria UV. Se
empled un espectrofotdmetro Boeco S-26 (Alemania), la longitud de onda a la cual se

realizaron las mediciones fue 292 nm.

Los valores de la K; para los complejos 1:1 se calcularon a partir de la pendiente
(S) y la' S, de la porciédn lineal del diagrama de solubilidad de fase, segun la ecuacién
[31] 29,73,74

K, =5/S, (1-5) [31]

3.2.4.2 Preparacion de sistemas compuestos por albendazol v

diferentes ciclodextrinas

Metodologias de preparacion de los sistemas:

Mezcla fisica: EI ABZ (0,56 mmoles) y la correspondiente CD (0,56 mmoles) se

interpusieron en un mortero, y se procedio a la mezcla de ambos compuestos.

Secado por aspersion: Los sistemas ABZ:CD se formularon en una relacién molar
1:1 mediante SA.

Se procedio en dos etapas:

53



o Se solubilizaron 150 mg de ABZ (0,56 mmoles) en 10 mL de &cido acético y por
otro lado, se disolvio la correspondiente CD (0,56 mmoles) en 20 mL de agua,
finalmente se mezclaron ambas soluciones.

o Se procedi6 al SA utilizando el mismo equipo y condiciones de secado que las
empleadas en la seccion 3.2.1.2.

o Se peso el producto obtenido.

3.2.4.3 Caracterizacion fisicoquimica y estructural de los sistemas
albendazol:ciclodextrinas

3.2.4.3.1 Determinacion del rendimiento

El R se calculé como la proporcién entre el peso del producto que se obtuvo
experimentalmente (Pprogucto) Y 12 suma de los pesos de todos los componentes del

sistema, segun la ecuacion [32]:

P
R (y - Producto 100 32
(0%) = e [32]

ABZ CD

siendo Pagz Y Pcp, 10s pesos de ABZ y de CD incorporados, respectivamente.

3.2.4.3.2 Determinacion del titulo de los sistemas

albendazol:ciclodextrinas

Para la determinacion del titulo de ABZ en los sistemas ABZ:CDs, se procedio

empleado el mismo procedimiento que en la seccién 3.2.1.5

3.2.4.3.3 Estudios de solubilidad aparente

La determinacion de la solubilidad aparente en agua del ABZ incluido en los

sistemas ABZ:CDs se realizd segun lo descripto en la seccion 3.2.1.7.

3.2.4.3.4 Estudios de velocidad de disolucion

Los sistemas ABZ:CDs obtenidos por MF y SA, se sometieron a ensayos de

disolucién siguiendo un procedimiento similar al descripto en la seccion 3.2.1.8, con la
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salvedad de que las muestras fueron tomadas en los siguientes tiempos: 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 75, 90, 105, 120, 180, 240 y 300 min.

3.2.4.3.5 Calorimetria diferencial de barrido

Se realizaron analisis de CDB con el objetivo de evidenciar las posibles
interacciones en el estado solido entre el ABZ, la B-CD y los derivados de B-CD. Para

ello se empled el mismo equipo y condiciones de analisis que en la seccion 3.2.1.9

3.2.4.3.6 Difraccion de rayos X

Los andlisis de DRX se realizaron para estudiar la estructura al estado sélido del
ABZ, 1a B-CD, los derivados de 3-CD y los sistemas ABZ:CDs obtenidos por SA 'y MF.
Las condiciones de medida y el equipo fueron los mismos que los empleados en la
3.2.1.10.

3.2.4.3.7 Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de IR del ABZ, los derivados de B-CD vy los sistemas ABZ:CDs
obtenidos por SA y MF, se realizaron en un espectrometro FT-IR-Prestige-21
(Shimadzu, Tokio, Japon) empleando el método de la pastilla de BrK (1 mg de muestra
en 100 mg de KBr). El rango de escaneo fue de 450 a 3900 cm™.

3.2.4.3.8 Microscopia electronica de barrido

Se analiz6 la morfologia del ABZ, las CDs y los sistemas ABZ:CDs obtenidos por
MF y SA, a partir de las micrografias obtenidas empleando el mismo equipo y

condiciones de analisis descriptos en la seccion 3.2.1.11.
3.2.4.3.9 Espectrometria de masas

La estequiometria del complejo se confirmé mediante espectrometria de masas, el
equipo empleado fue un espectrometro micrOTOF-Q IlI, de Bruker-Daltonics
(Alemania). Para realizar este analisis se disolviéo 1 mg del complejo ABZ:derivado de

B-CD preparado mediante SA en 1 mL de acido formico (0,4 % v/v), y luego se realizo
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una dilucion 1/100 con una mezcla metanol:agua (50:50). Las condiciones del analisis
fueron las siguientes: se empled el método ESI, la ionizacion se realizé6 en modo
negativo, energia de colision: -10 eV, nebulizador: 0,4 bar, temperatura: 180°C,
velocidad de flujo del gas de secado: 4,0 L/min. Los espectros del complejo estudiado

fueron adquiridos en el rango m/z 50-3000.

3.2.4.3.10 Estudios de espectroscopia de resonancia magnética nuclear

en solucion

Se realizaron espectros de RMN con el objetivo de caracterizar los complejos
obtenidos. Los experimentos realizados fueron *H, **C, *H-'H COSY, 'H-*C HSQC,
'H-3C HMBC y ROESY. Los experimentos de ROESY se realizaron bajo las
siguientes condiciones: 32 acumulaciones, tiempo de adquisicion 0,222 s y retraso del
pulso 2 s. Las muestras para los sistemas ABZ:CDs se prepararon disolviendo 10 mg de
los mismos en DCI 0,1 N en D,0. La muestra para el sistema ABZ:H-B-CD se prepard
disolviendo 17 mg de H-B-CD y 1 mg de ABZ en CDCls.

3.2.4.3.11 Estudios de espectroscopia de resonancia magnética

nuclear en estado soélido

Para los estudios de NMR de estado solido del ABZ, las CDs y los sistemas
ABZ:CDs, las muestras (~ 200 mg) se empacaron en un rotor cilindrico de zirconio de 7
mm de didmetro externo. Los espectros de *C empleando las técnicas de giro al angulo
magico/polarizacion cruzada (CP/MAS, Magic Angle Spinning/Cross Polarization) y
N CP/MAS se obtuvieron a 75,49 MHz y 30,42 MHz, respectivamente, en un
espectrometro Tecmag Redstone/Bruker 300 WB, a una velocidad de 3,5 kHz con
pulsos de radiofrecuencia a 90° de aproximadamente 4 ms y 6 ms, tiempo de contacto

de 100 ms 0 3 ms y un retraso de relajacion de 5 sy 15 s, respectivamente.

56



3.2.5 Ensayos bioldgicos

3.2.5.1 Estudios de biodisponibilidad

3.2.5.1.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas, con un peso que oscilé entre los 300 y
380 g. Los animales fueron mantenidos con alimento balanceado estdndar y agua ad-
libitum; y sometidos a una ciclo de iluminacién de 12 h de luz y 12 h de oscuridad hasta
el momento de su utilizacion. Los animales fueron provistos por el Bioterio Central de
la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de
Rosario, y tratados respetando las normas nacionales e internacionales de manipulacion

de animales de laboratorio.

Los experimentos se realizaron utilizando protocolos aprobados por la Comision
de Bioetica para el Manejo de Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias
Bioguimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario, en concordancia con

reglamentaciones internacionales. (Resolucién: 648/2012).

3.2.5.1.2 Analisis farmacocinético

Se realizaron los analisis farmacocinéticos para el ABZ sin transportador y el
ABZ incluido en las microparticulas formuladas bajo las condiciones 6ptimas. Para ello,
las microparticulas cargadas con ABZ, las microparticulas sin ABZ y el ABZ,
suspendidos en agua destilada se administraron por via oral a las ratas Wistar en una
Unica dosis. El grupo control fue medido para comparar las curvas plasmaticas luego de

la administracion oral de las tres formulaciones antes mencionadas.

Las formulaciones fueron administradas por via oral mediante un tubo buco-
faringeo. Se emplearon 4 grupos de 3 animales (n=3) para evaluar la biodisponibilidad

de cada una de las formulaciones.
Grupo I: ABZ

Grupo I1: Microparticulas cargadas con ABZ (“Sistema Optimo™)
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Grupo Il Microparticulas sin ABZ.
Grupo IV: Control (sin tratamiento)

La dosis de ABZ empleada en los grupos tratados con el IFA fue de 5 mg/Kg.
Luego de la administracion del tratamiento, se colectaron muestas de sangre de la vena
de la cola, en los siguientes tiempos: 15, 30, 45, 180, 300, 500 y 1440 min.

Posteriormente, las muestras de sangre fueron heparinizadas y centrifugadas.

3.2.5.1.3 Procedimiento analitico

Las muestras de plasma (200 pL) fueron tratadas con 1 mL de metanol en un tubo
de centrifuga y almacenadas a -20 °C. Este procedimiento produjo la precipitacion de
las proteinas presentes en la muestra que fueron separadas por centrifugacion a 6800
rpm a 4 °C por 12 min.*® Posteriormente, las muestras fueron concentradas a sequedad
y reconstituidas con 500 pL de fase movil (acetonitrilo:acetato de amonio 0,05 M,
50:50) antes de ser analizadas mediante un método validado de CLAE. Se emple6 un
equipo Agilent 1100 acoplado a un detector UV. Cada analisis se realizd inyectando 50
puL de muestra y los analitos fueron eluidos (velocidad de flujo: 1,2 mL/min) de la
columna cromatografica (Columna Zorbax XDB-C18 150 x 4,6 mm, 5 um) empleando
un gradiente lineal (acetonitrilo:acetato de amonio 0,05 M).*?°*1%2 E| metabolito
principal, ABZSO, fue identificado por el tiempo de retencion comparado con el de un
estandar de referencia y la determinacion de su concentracion se realiz6 a una longitud
de onda de 292 nm.

3.2.5.1.4 Parametros de biodisponibilidad

Las curvas de concentracion albendazol sulfoxido en plasma en funcion del
tiempo para cada animal luego del tratamiento fueron ajustadas con el programa PK
Solution 2.0. Las areas bajo la curva (ABC) de los perfiles estudiados, fueron obtenidas
de la siguiente forma: el ABCy.4 fue obtenida mediante la regla del trapecio; y el

ABC4.,, fue estimada como un cociente entre la concentracion plasmatica a las 24 h y
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la constante de eliminacion (K). El valor de K, fue calculado como la pendiente de la

fase final de las curvas In(concentracion) en funcion del tiempo.

3.2.5.1.5 Analisis estadistico

Los resultados se presentaron como un promedio + desvio estandar (DE). Para
evaluar las diferencias entre los grupos se realizd un test ANOVA, seguido del test de
Scheffe’s.

3.2.5.2 Ensavos de actividad antiparasitaria en un modelo murino

infectado por Trichinella spiralis

3.2.5.2.1 Animales de experimentacion

Se utilizé un modelo experimental en ratones con el objetivo de evaluar el efecto
del ABZ, incluido en sistemas microparticulados y en los complejos de inclusion con
CDs, sobre la formacién de quistes de T. spiralis. Se utilizaron ratones machos CBi y
CBi+ de 80 a 100 dias de edad, susceptibles a T. spiralis, del modelo murino del
Instituto de Genética Experimental de la Facultad de Ciencias Médicas (Universidad

Nacional de Rosario).

Los ratones CBi+, se caracterizan por alto peso corporal y cola larga,
corresponden a una de las sub-lineas provenientes de la poblacion CBi. Los
reproductores, que dieron origen a las diferentes sub-lineas CBI, se originaron en el
Centro de Biologia de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de
Rosario, a partir del cruzamiento de cuatro cepas distintas: Rockland, Balb, Suiza y
NIH. '

Los ratones utilizados en los experimentos se mantuvieron en bioterio bajo las

siguientes condiciones:

e Ciclo de iluminacion de 12 h de luz y 12 h de oscuridad.

e Temperatura constante (23 = 2 °C).

59



e Humedad relativa 50 10 %.

e Dieta de laboratorio estandar y agua, ad-libitum.

El protocolo experimental se llevo a cabo de acuerdo a las normas internacionales
para el cuidado de animales de laboratorio (Resolucion 648/2012, del Comité de ética
de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional de

Rosario).'*

3.2.5.2.2 Parasito

Las larvas infectantes de Trichinella spiralis (L1), fueron obtenidas a partir de un
raton CBi de mantenimiento infectado. El animal fue sacrificado y la masa muscular fue
sometida a digestion artificial en un medio que contenia pepsina al 1 % p/v en HCI 0,1
N, para liberar las larvas enquistadas en el tejido.*® Posteriormente, las mismas fueron
lavadas y suspendidas con solucion salina estéril. A partir de esta suspension, se
prepararon las soluciones infectantes para cada animal contando individualmente las

larvas en microscopio.

3.2.5.2.3 Evaluacion de la actividad antiparasitaria en la fase aguda de

la infeccion

Los ratones CBi +, (peso promedio de 54 + 3 g) se infectaron por via oral con 2
larvas musculares de T. spiralis por g de peso. Las larvas infectantes se obtuvieron a
partir de animales de mantenimiento de la misma sub-linea.’®* Los animales se
dividieron en 4 grupos de 5 ratones (n=5) y fueron sometidos a distintos tratamientos

post-infeccion:
Grupo I: ABZ
Grupo I1: Microparticulas cargadas con ABZ (“Sistema Optimo™)
Grupo I1I: Sistema ABZ:M-B-CD obtenido por SA (relacion molar 1:1)

Grupo 1V: Control de infeccion (sin tratamiento)
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A los grupos I, Il 'y 111 se les administraron 2 dosis correspondientes a 50 mg de
ABZ por kg de peso. La primera dosis se suministro el quinto y la segunda el sexto dia,

contados a partir de la infeccién de los animales.

La actividad antiparasitaria se evalué estimando el grado de infeccion del
hospedero a los 30 dias post-infeccion, por recuento del nimero de larvas enquistadas

en lengua (carga parasitaria, CP). %

La lengua se procesé inmediatamente después de realizadas las autopsias a los
animales sacrificados, mediante digestion artificial. Se colocé el 6rgano entero en 2 mL
de jugo gastrico artificial (la composicién se detall6 en la seccion 3.2.5.2.2) y se incub6

en estufa a 37°C durante un periodo de 24 h, agitando periédicamente.*®

Transcurrido el tiempo de incubacion, se detuvo la digestion por agregado de

solucion fisioldgica hasta completar 14 mL y se dejaron decantar las larvas durante 1
h.167

Inmediatamente se retir6 el sobrenadante y se incorporaron 5 mL de formol (10 %
v/v) con el objetivo de inactivar y preservar intacta la estructura de las larvas. Por
ultimo, se realiz6 al recuento de cada muestra al microscopio con un aumento de 100
X 165

El estimador empleado fue la carga parasitaria relativa (CPr) que se obtiene
dividiendo el nimero de larvas (CP) por los gramos de 6rgano analizado. El porcentaje

de reduccion de CPr se calculd segun la ecuacion [33]:

CPr grupo en estudio - CPr grupo control

Porcentaje de reduccion de CPr =
CPr grupo control

x 100 [33]
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3.2.5.2.4 Evaluacion de la actividad antiparasitaria en la fase parenteral
de la infeccion por Trichinella spiralis y su dependencia con la

dosis de albendazol administrada

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antiparasitario de la dosis de ABZ
incluido en C-B-CD sobre la viabilidad de larvas de T. spiralis enquistadas (fase cronica
de la infeccion).

Como modelo animal se emplearon ratones machos CBi de entre 80-100 dias de
edad infectados con T. spiralis. Los ratones (peso promedio de 38 + 2 g) se infectaron
por via oral con 2 larvas musculares de T. spiralis por g de peso, se dividieron al azar en

5 grupos de 6 ratones (n=6) y fueron sometidos a distintos tratamientos post-infeccion:
Grupo I: Tratados con ABZ (30 mg/kg)
Grupo Il: Tratados con ABZ (50 mg/kQ)
Grupo I11: Tratados con ABZ incluido en el complejo ABZ:C-3-CD (30 mg/kg)
Grupo 1V: Tratados con ABZ incluido en el complejo ABZ:C-3-CD (50 mg/kg)
Grupo V: Control de infeccidn (sin tratamiento)

El tratamiento se llevd a cabo en los dias 28, 29 y 30 post-infeccidn, resultando un
total de tres dosis por raton. Transcurridos 45 dias desde la infeccion, se realizd el
sacrificio de los animales, se aislo la lengua y se procesd inmediatamente, mediante
digestion artificial. Se colocé el 6rgano entero en 2 mL de jugo gastrico artificial y se

incubd en estufa a 37°C durante un periodo de 24 h, agitando periddicamente.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se detuvo la digestion por agregado de
solucion fisiologica hasta completar 14 mL y se dejaron decantar las larvas durante 1
h.*% A los fines de determinar la viabilidad de las larvas se realizé una tincién con azul
de metileno que produce coloracién azul en las larvas muertas.'®® La actividad

antiparasitaria se evalud estimando el porcentaje de larvas muertas en el hospedero, por
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recuento del nimero de larvas tefiidas (muertas) y sin tefiir (viables), relativizadas al
peso del 6rgano, segun la ecuacion [34]:
Larvas muertas

Porcentaje de larvas muertas = - x100  [34]
Larvas muertas + Larvas viables

3.2.5.3 Evaluacion histolégica de la irritacion del tracto

gastrointestinal

Con el objetivo de evaluar si el tratamiento con ABZ y el complejo ABZ:C--CD
podian producir irritacion y/o lesién de los tejidos del tracto gastrointestinal se realiz6 el
tratamiento siguiendo la misma metodologia que en la seccion 3.2.5.2.4, empleando
también seis animales por grupo (n=6), con la excepcién de que los animales fueron
sacrificados 2 h después de la ultima dosis. Posteriormente, se les realiz6 la autopsia
para extraer el esdfago, estbmago y duodeno. Los tejidos se fijaron con el fijador

BOUIN, se seccionaron con un micrétomo y se tifieron con hematoxilina-eosina.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Formulacion de sistemas microparticulados

4.1.1 Caracterizacion de los polimeros empleados en la

formulacion de los sistemas microparticulados

4.1.1.1 Caracterizacion del quitosano

4.1.1.1.1 Determinacion del grado de desacetilacion
A. Determinacion del grado de desacetilacion por titulacion acido-base

En la curva de titulacion (Figura 16 A), pueden observarse dos saltos en los
valores de pH. El primero se produce una vez agregados 14,5 mL de NaOH; y
corresponde al exceso de HCI agregado y el segundo ocurre una vez agregados 24,5 mL
de NaOH y corresponde al exceso de acido y a los grupos amino protonados del Q. La
diferencia entre estos volimenes nos permitio determinar los grupos amino libres en el
Q. Estos puntos de inflexion fueron determinados mediante el método de las derivadas y
en la Figura 16 B y C se pueden visualizar las curvas obtenidas. En el caso del método
de la derivada primera (Figura 16 B), el punto de inflexién de la curva de titulacion
corresponde al volumen para clal la funcion derivada primera alcanza un valor maximo,
mientras que el método de la derivada segunda (Figura 16 C) corresponde al volumen
para el cuél la funcién derivada segunda vale cero. Una vez obtenidos los V. por el
método de las derivadas, se empled la ecuacion [4] para el célculo de GD. Los

resultados obtendos por éste método pueden observarse en la Tabla |.
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A 12,007
10,00
8,001
6,001
4,001
2,001

pH

000 500 1000 1500 2000 2500 30,00
V NaOH (mL)

B 4,007
3,00

2,007

Derivada Primera

1,00+

0,00 500 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

V' NaOH (mL)
c 5,001

4,001
3,001
2,001

1,001 )\
0,00 {sswssessusonseyasyn Aptyhes
10,

1,001
2,001
3,001
4,00
5,00

Derivada Segunda

V" NaOH (mL)

Figura 16. Curva de titulacion potenciométrica del Q (A), curvas obtenidas mediante el

método de la derivada primera (B) y derivada segunda (C).
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Tabla I. GD del Q obtenido por triplicado por el método de Broussignac.

Muestra . Desvio
Promedio Estandar
1 2 3
81,1 80,3 80,6 80,6 0,5

Método grafico de obtencion del volumen equivalente segin Ke

colaboradores

Como se menciono anteriormente, el método de linealizacion propuesto por Ke y
colaboradores, es un método que intenta reducir el error por defecto producido por la
precipitacion del Q en pH alcalino.®® En la Figura 17, puede observarse el grafico
obtenido por este método empleando la ecuacién [5], donde el Ve es obtenido a partir de

la ordenada al origen.

14,00 1
10,00 1

6,00 1

V NaOH (mL)

2,00 1

0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
X

Figura 17. Gréafico de linealizacion obtenido por el método de Ke y colaboradores.

En la Tabla Il se observan los valores de GD calculados a partir de la ecuacion [6]

donde puede apreciarse, que si bien el desvio entre las repeticiones es similar que para
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el método de Broussignac, los valores son estadisticamente superiores (P=0,0002) a este

altimo.

Tabla 11. GD del Q obtenido por triplicado por el método de linealizacion de Ke y
colaboradores.

Muestra

Promedio De§ vio
1 5 3 Estandar
84,9 85,0 84,1 84,7 0,5

Método gréafico de obtencién del volumen equivalente segun Jiang et

colaboradores

En la Figura 18, se observa el gréfico obtenido de acuerdo a los célculos
realizados segun las ecuaciones [7], [8] y [9]. Se obtuvo el valor de Ve a partir de la
ordenada al origen de esta funcion y se calculé el GD mediante la ecuacion [6]. Los
resultados obtenidos para las muestras analizadas se presentan en la Tabla I11.

1,8x10‘2:
1,4x10'2://
> 1,0x10‘2:
6,0x10‘3:
2,0x10'3:
0 2000 4000 6000 8000 10000

X

Figura 18. Gréafico de linealizacidn obtenido por el método de Jiang y colaboradores.
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Si bien se encuentra reportado, que éste método de linealizacion corrige el error
introducido en la postulacion de Ke y colaboradores, al considerar a los analitos como si
se tratase de la titulacién de una base fuerte, no se hallaron diferencias significativas
entre ambos métodos (P=0,2551). Sin embargo, los valores obtenidos por el método de
Broussignac fueron significativamente inferiores (P= 0,0005), reafirmando la necesidad
de corregir el error introducido por la precipitacion del biopolimero a pHs superiores a
6,5.

Tabla I11. GD del Q obtenido por triplicado por el método de linealizacion propuesto
por Jiang y colaboradores.

Muestra

Promedio Desvio
1 5 3 Estandar
85,3 86,4 84,7 85,5 0,9

Los valores obtenidos por ambos métodos de linelizacion fueron mayores a los
obtenidos por el método de Broussignac. Estos resultados fueron coincidentes con lo
reportado en la bibliografia respecto a que el método presenta un error sisteméatico por
defecto, debido a la precipitacion del Q a valores de pH superiores a 6,5 (pKa del Q).>
En esta etapa aceptamos como valor del GD de esta muestra al obtenido por el método
de Jiang y colaboradores (85,5 £ 0,9), debido a que se encuentra reportado que provee
valores més cercanos a los obtenidos por RMN de 'H dentro de los métodos

potenciométricos.™
B. Determinacion del grado de desacetilacion y caracterizacién por RMN

Se realiz6 la determinacién del GD por RMN H debido a que es el método de
referencia por presentar el menor error instrumental.*** Como puede observarse en la
Figura 19, los espectros de RMN de *H del Q, mejoran su resolucién a medida que se
incrementa la temperatura a la cuél se registra el espetro. Este hecho esta relacionado
con la disminucion de la viscosidad de la solucion. Se puede apreciar ademas, el

corrimiento de la sefial del proton anomérico correspondiente a las subunidades de D-
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GIcN sin acetilar (H-1D) de 6=4,70 ppm a 25 °C (solapado con la sefial del H,0) a 5,25
ppm a 70 °C, permitiendo de este modo realizar las determinaciones de las &reas. Se
selecciond la sefial del proton unido al carbono anomérico de la D-GIcN (H-1D) y la de
los 3 protones pertenecientes al grupo acetilo de la D-GIcNAc (H-Ac). Los céalculos
realizados empleando la ecuacién [10], indicaron que el GD del Q fue del 89,2 %. Estos
resultados, fueron superiores a los obtenidos por los métodos potenciométricos y esto
podria deberse a la presencia de acidos presentes como impurezas en el biopolimero, 0 a
errores intrumentales en si. Por otro lado, si bien es recomendable realizar las
determinaciones del GD del Q por RMN debido a que presenta una alta exactitud, este
método requiere equipamiento costoso, procedimientos complicados y personal
altamente calificado.*® Por lo tanto, para determinaciones de rutina podrian aceptarse los
métodos potenciométricos debido a su rapidez, accesibilidad y bajo costo; reservando

las determinaciones por RMN para la validacién de métodos mas simples.

H-1D H-Ac
M N

H-1D H-Ac

55°C
. N
H-1D HAC 4000
fL A

H-1D H-Ac
25°C

N

-
5 4 3 2 [ppm]

Figura 19. Espectros de RMN de *H del Q (10 mg/mL) disuelto en DCI (1 % v/v) a 25,
40,55y 70 °C.
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4.1.1.1.2 Determinacion del peso molecular promedio viscosimétrico

del quitosano

Para realizar este analisis, se determino la nq de soluciones de Q en un rango de
concentracioes de 0,1 a 0,4 % p/v. En la Figura 20, puede observarse el grafico de la
Nred €N funcion de la concentracion de una solucion de Q. Los datos obtenidos se

ajustaron a una funcion lineal mediante el método de regresion por cuadrados minimos.

3,00

2,50 ///

2,00

1,50

Nred (dL/g)

1,00 +

0,50

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Concentracién de Q (g/dL)

Figura 20. Grafico de neq Versus concentracion de Q.

La ecuacidn de la recta correpondiente al gréafico anterior fue:
y =1,025.x + 2,296 R?=0,9938 [35]

La [n] se obtuvo a partir de la ordenada al origen del gréafico anterior (ecuacién
[35]), y su valor fue 2,296 dL/g (o 229,6 mL/g). Este resultado, permitio calcular el M,
del Q empleando la ecuacion de Mark-Houwink (ecuacion [15]). En esta ecuacion, los
valores de K y o para el Q fueron 1,859.10° mL/g y 0,948, respectivamente. De acuerdo
con estos célculos, el M, obtenido para el Q fue 239,2 KDa. Cabe destacar que el
método viscosimétrico permite obtener el M, empleando instrumental mas sencillo y en

forma mas econdmica que otros métodos disponibles.
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4.1.1.2 Caracterizacion de la pectina

4.1.1.2.1 Determinacion del grado de esterificacion por espectroscopia

de infrarrojo

En la Figura 21 puede observarse el espectro de FT-IR realizado para la P, en el
que se sefialaron los dos picos de interés. Se determind el area de los mismos y se
calculd el GE mediante la ecuacién [16] obteniendo un valor del 81 %.

Absorbancia
o
-
o
o
1 | 1

I
1740

1636
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Figura 21. Espectro de FT-IR de la P.

4.1.1.2.2 Determinacion del peso molecular promedio viscosimétrico de

la pectina

Se determiné la nq de soluciones de P en un rango de concentraciones de 0,1 a
0,3 % p/v y se obtuvo la ecuacion de la recta (ecuacion [36]) a partir de la curva de nreq

versus concentracion de P, presentada en la Figura 22.

y=4577x+1224 R2=0,9981 [36]
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De acuerdo con las determinaciones realizadas, la [n] fue 122,4 mL/g. Los valores
de K y a empleados en la ecuacion de Mark-Houwink (ecuacion [15]) para el calculo
del M, fueron 9,55.102 mL/g y 0,73, respectivamente. De esta forma, el valor de M,
obtenido fue 18,1 kDa.
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Figura 22. Grafico de myeq Versus concentracion de P.

4.1.1.1 Caracterizacion de la carboximetilcelulosa sodica

4.1.1.1.1 Determinacion del grado de sustitucion de Ila

carboximetilcelulosa sédica por titulacion acido-base

Se realizé la valoracion de los grupos carboxilicos presentes en la CMC empleada
para la formulacion de las microparticulas polimericas, realizando posteriormente el
calculo del GS segun las ecuaciones [17] y [18]. A partir de este andlisis se obtuvo un
GS de 0,77 £ 0,01.

Si bien el maximo GS que podria obtenerse teniendo en cuenta la estructura

qguimica de la subunidad de glucosa que compone a la celulosa es 3, las CMCs

72



obtenidas comercialmente presentan un valor de GS que varia usualmente entre 0,4 a
1,5.%° Ademés, el GS que presenta la CMC esta directamente relacionado con la
solubilidad en agua de este polimero. De modo que las CMCs que presentan un GS
superior a 0,6 se hidratan facilmente, siendo que las que presentan una sustitucion
inferior a 0,2 retienen mayoritariamente las propiedades del polimero de partida,
resultando practicamente insolubles en agua.'” De acuerdo con los valores de GS
obtenidos para la CMC empleada en la formulacién de las microparticulas, esta presento

un GS intermedio.

4.1.1.1.2 Determinacion del peso molecular promedio viscosimétrico de

la carboximetilcelulosa sddica

Para llevar a cabo esta determinacion se realizaron soluciones de CMC en NaOH
0,5 M, en el rango de 0,05 a 0,25 g/dL. Se ecuentra reportado que este solvente
disminuye el volumen hidrodindmico del polimero.™* En la Figura 23, se presenta la
curva de nreg en funcién de la concentracion de CMC, que fue ajustada a un modelo

lineal mediante el método de cuadrados minimos, obteniendo la ecuacién [37].
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Figura 23. Gréfico de myeq Vversus concentracion de CMC.
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y =16,363.X + 5,678 R2?=0,9903 [37]

A partir de la ordenada al origen obtenida de la ecuacion de la recta, se obtuvo el
valor de [n] = 5,678 dL/g.

Los valores de las constantes K y a, reportados para el sistema de solventes

empleado en esta determinacién fueron de 5,37.10 dL.g™ y 0,73, respectivamente.'>*

De acuerdo con estos resultados, se calculo el M, empleando la ecuacion [15],
obteniendo un valor de 326,6 kDa. Este valor corresponderia a una CMC con un M,

intermedio.

4.1.2 Formulacion de microparticulas poliméricas

Fase Inicial: Diseno Plackett-Burman

La formulacion de microparticulas que cumplan con los requerimientos buscados
depende de muchos factores, es por este motivo que se empled un disefio experimental
de Plackett-Burman para estimar cuéales factores influian significativamente en las
respuestas de interés. Los factores estudiados fueron las concentraciones de Q, P y
CMC vy sus rangos fueron seleccionados en base a conocimientos previos sobre el
sistema bajo estudio. Las respuestas estudiadas fueron el R (%), EE (%), Q3o (%) Y Qso
(%), los resultados para cada experimento se presentan en la Tabla V. Del analisis de
los datos se dedujo que no hubo interacciones entre los factores, razén por la cual pudo

emplearse este disefio para evaluar la influencia de los factores sobre las respuestas.

Cuando los grados de libertad (GL) disponibles para estimar el error experimental
son pocos, la prueba formal F conducida en el ANOVA puede no tener mucha potencia,
de modo que los efectos mas pequefios pueden parecer no significativos. Por otro lado,
probando un nimero grande de efectos, cada uno a un nivel de significancia del 5%,
podemos generar resultados mas significativos que en lo que realidad son. Una manera
menos rigurosa de juzgar cuales efectos son verdaderos y cuales son probablemente s6lo
manifestaciones del ruido, es a través del grafico de probabilidad semi-normal de

efectos (Figura 24).
74



En el gréafico de probalibidad semi-normal se emplean los valores absolutos de los

efectos. En estos gréficos los factores que quedan fuera de la linea recta (que se traza

desde el cero de las coordenadas), no tienen el comportamiento de una poblacion

normal y no corresponden al error aleatorio, es decir son significativos para la respuesta

estudiada.*®

Tabla IV. Disefio Plackett-Burman incluyendo los valores de los factores y las

respuestas.
Factores Respuestas
Sistema
P(%) Q(%) CMC (%) R (%) EE (%) Qa0 (%)  Qeo (%)
1 0,00 1,00 0,00 100,0 83,9 58,0 67,4
2 0,40 1,00 0,10 64,8 98,3 47,2 71,6
3 0,40 0,40 0,00 63,7 97,7 47,4 57,0
4 0,00 1,00 0,10 85,4 81,1 57,0 82,0
5 0,40 0,40 0,10 68,4 96,1 27,0 41,3
6 0,00 0,40 0,00 83,7 86,9 751 85,8
7 0,40 1,00 0,00 51,5 95,7 57,8 79,0
8 0,00 0,40 0,10 71,4 92,1 56,8 70,0
9 0,40 1,00 0,00 58,0 95,4 55,1 78,5
10 0,00 1,00 0,10 83,5 83,6 49,5 76,0
11 0,40 0,40 0,10 76,3 94,6 49,1 65,7
12 0,00 0,40 0,00 83,8 84,9 75,7 84,3

Como puede observarse en la Figura 24, todos los factores estudiados fueron

significativos (valores de p< 0,05) para al menos una de las respuestas (los factores P, Q

y CMC fueron significativos para la respuesta R; P para EE; Py CMC para Qs y; Py Q
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para Qgo), por lo tanto en el disefio empleado para la optimizacion se incluyeron los
mismos factores.
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Figura 24. Gréficos de probabilidad seminormal correspondientes a las respuestas

involucradas en el disefio de Plackett-Burman.

Fase de Optimizacién: Disefio Central Compuesto

Debido a que los tres factores estudiados tuvieron un efecto significativo sobre
alguna de las respuestas, se llevo a cabo un procedimiento de optimizacion sistematico
empleando la metodologia de superficie de respuesta. El objetivo de este procedimiento

fue estimar el mejor compromiso entre los valores maximos de R, EE, Q3 y Qgo. Se

76



empleo un disefio central compuesto, donde los experimentos fueron combinaciones de
los factores seleccionados en los siguientes rangos de concentraciones: Q de 0,1 % a
1,27 %, P de 0,1 % a 0,5 % y CMC de 0,01 % a 0,20 % (Tabla V).

Los experimentos fueron realizados en un orden aleatorio, para minimizar los
efectos de los factores que no pueden controlarse, y que pueden introducir una tendencia

en las mediciones.

Tabla V. Fase Optimizacion: Disefio Central Compuesto.

Factores Respuestas
Sistema
Q (%) P (%) CMC (%) R (%) EE (%) Qa0 (%) Qeo (%)
1 0,60 0,25 0,11 63,8 88,5 40,2 63,3
2 1,00 0,40 0,20 61,6 97,5 43,3 66,7
3 1,00 0,10 0,01 85,6 80,0 56,6 79,3
4 0,20 0,40 0,20 59,9 92,5 21,4 29,5
5 0,60 0,25 0,26 63,7 101,1 49,4 72,3
6 0,10 0,25 0,11 66,9 95,3 275 37,7
7 0,60 0,00 0,11 78,7 81,3 56,1 76,9
8 0,60 0,25 0,11 73,9 88,1 43,5 66,2
9 1,00 0,10 0,20 72,3 95,9 49,4 68,1
10 0,60 0,50 0,11 65,0 95,9 314 49,0
11 0,60 0,25 0,11 69,9 88,8 354 55,4
12 0,60 0,25 0,00 78,2 88,4 50,7 73,9
13 0,20 0,40 0,01 63,4 87,3 50,0 72,3
14 0,20 0,10 0,20 67,6 97,6 21,3 28,2
15 0,20 0,10 0,01 62,3 87,5 76,6 89,5
16 1,27 0,25 0,11 74,0 85,2 41,5 67,5
17 1,00 0,40 0,01 67,3 95,6 52,6 69,2
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Las respuestas de todos los experimentos fueron ajustadas a modelos polindmicos.
A partir del andlisis de los datos de los experimentos realizados (Tabla V), se
obtuvieron modelos significativos para las respuestas, por lo tanto los resultados
obtenidos en la prediccion por el programa se consideraron confiables. En la Tabla VI
se presenta un ANOVA completo para las cuatro respuestas estudiadas. Los coeficientes
estimados, los errores estandares y las ecuaciones para las cuatro respuestas estudiadas,
se obtuvieron mediante el ajuste a un modelo lineal en las respuestas R y EE, y un
modelo cuadratico para las respuestas Qzo Y Qo (Tabla VII). En esta prueba se observé
falta de ajuste en el analisis de EE, pudiendo deberse a que el error puro fue demasiado
bajo para esta respuesta (Tabla V1).

En la Figura 25 pueden observarse los graficos de superficie de respuesta
estimados mediante el uso del programa Design-Expert®. Las cuatro respuestas fueron
optimizadas simultdnemente, para obtener valores maximos de las mismas. Luego del
procedimiento de optimizacion, se grafico la funcion de deseabilidad (D) global de los
factores estudiados (Figura 25 A). La funcién de D, puede tomar valores entre 0 (valor
que indica que las respuestas no pueden alcanzar el valor buscado simultaneamente) y 1
(implica que todas las respuestas se encuentran en el valor deseado simultdneamente) y
se define segun la ecuacion [38], donde dl1, d2,...,dN corresponden a la funcion de

deseabilidad individual de cada respuesta optimizada:

D {ﬁ(dn)w"}x = [38]
n=1 > wn

Donde wn es el peso que controla la importancia relativa de cada factor analizado.
En este caso, se les dio la misma importancia a todos los factores, por lo que el valor de
wn fue 1 para todos ellos, simplificando la ecuacién de la siguiente forma:

b {ﬁdn} [39]
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Tabla VI. ANOVA completo para las cuatro respuestas estudiadas.

Suma de GL* Cuadrados F Probabilidad
Cuadrados medios >F
EE Modelo 330,11 2 165,05 9,33 0,0027
B 97,32 1 97,32 5,50 0,0343
C 232,80 1 232,80 13,15 0,0027
Residuos 247,79 14 17,70
Falta de 247,58 12 20,63 194,57 0,0051
Ajuste
Error puro 0,21 2 0,11
Cor Total” 577,90 16
Y Modelo 523,00 3 174,33 7,86 0,0030
A 160,95 1 160,95 7,25 0,0184
B 252,34 1 252,34 11,37 0,0050
C 109,39 1 109,39 4,93 0,0448
Residuos 288,49 13 22,19
Falta de 236,19 11 21,47 0,82 0,6672
Ajuste
Error Puro 52,31 2 26,15
Cor Total” 811,49 16
Q3o Modelo 2602,78 5 520,56 10,77 0,0006
A 213,58 1 213,58 4,42 0,0594
B 444,62 1 444,62 9,20 0,0114
C 1174,07 1 1174,07 24,29 0,0005
c? 583,82 1 583,82 12,08 0,0052
AC 567,17 1 567,17 11,73 0,0057
Residuos 531,75 11 48,34
Falta de 498,82 9 55,42 3,37 0,2499
Ajuste
Error Puro 32,92 2 16,46
Cor Total” 3134,53 16
Q0 Modelo 4020,98 5 804,20 11,62 0,0004
A 901,51 1 901,51 13,02 0,0041
B 402,61 1 402,61 5,81 0,0345
C 1510,53 1 1510,53 21,82 0,0007
C2 659,43 1 659,43 9,52 0,0104
AC 1020,16 1 1020,16 14,73 0,0028
Residuos 761,61 11 69,24
Falta de 699,49 9 77,72 2,50 0,3181
Ajuste
Error Puro 62,11 2 31,06
Cor Total” 4782,59 16

*Grados de libertad (GL)

*Suma de cuadrados totales corregida (Cor total)

79



D(%) 054
X=Q (%) 0,40
Y =P (%) 0,27t

o
o~
=

CMC (%)=0,15

s

— o,
R (%) ]~ B EE (%)
~
= 0,
X=Q (%) 7396 X=Q (%)
Y=P(%) 70,00 Y =P (%)
~ 66,05 2 9
L 6209 [ < R
! Gt e S A gt
@ 5814 EE | w 2

1S
asiiaes

o,
o b
e

Figura 25. Gréficos de superficie-respuesta para las respuestas D (A), R (B), EE (C),
Q30 (D) y Qeo (E) a una concentracion fija de CMC como se indica en cada gréfico.
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Tabla VII. Coeficientes estimados, sus incertezas y las ecuaciones finales para las
cuatro respuestas estudiadas.

Coeficiente Error Ecuacion final

Factor estimado estandar

R Intercepcion 69,06 1 1,14 R=69,06 + 3,61A - 4,31B -3,02C

A 3,61 1 1,34
B -4,31 1 1,28
C -3,02 1 1,36
EE Intercepcion 90,80 1 1,02 EE=90,80+2,67B+4,40C
A 2,67 1 1,14
C 4,40 1 1,21

Qs  Intercepcion 38.19 1 2,40 Qs0= 38,19 +4,16A 5,728 —

10,32C + 8,44C” + 8,42AC
A 4.16 1 1,98
B -5.72 1 1,88
C 10.32 1 2,09
c? 8.44 1 2,43
AC 8.42 1 2,46

Qg0 = 56,47 + 8,54A — 5,44B —

Qo Intercepcion 56,47 1 2,87 11,70C + 8,97C2 + 11,29AC

A 8,54 1 2,37
B 5,44 1 2,26
C -11.70 1 2,51
c? 8,97 1 2,91

AC 11,29 1 2,94
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Las condiciones dptimas de trabajo obtenidas del analisis mediante el programa se

presentan en la Tabla VIII:

Tabla VII1I. Valores de los factores para los cuales las respuestas son maximas.

Solucion ((% ) (OZ ) C(!,\/’(') )C R (%) (E/IOE) Qs Qso D
1 1,00 0,10 0,20 73,96 91,67 49,86 74,65 0,59
2 1,00 0,10 0,20 74,00 91,61 49,70 74,47 0,59
3 0,39 0,10 0,01 74,51 84,21 70,20 89,46 0,56
4 0,40 0,10 0,01 74,58 84,20 70,12 89,50 0,56
5 0,42 0,10 0,01 74,66 84,27 69,04 88,61 0,56
6 0,63 0,10 0,02 76,22 84,37 62,67 84,55 0,55
7 0,90 0,10 0,03 78,55 83,91 57,88 80,83 0,52
8 1,00 0,10 0,12 76,53 87,93 45,65 69,45 0,52

En los gréaficos de la Figura 25, puede observarse que con concentraciones altas de
Q se obtienen valores mayores para el R, Q3o y Qso, pero los de la EE son menores. Por
otro lado, cuando se trabaja a concentraciones bajas de P se obtiene mejor R, si bien
disminuye la EE (Figura 25 A y B). Esta contraposicién entre los factores para obtener

valores maximos de las respuestas justifica el bajo valor de la D (Tabla VIII).
Verificacidon experimental

Las condiciones éptimas de preparacién se verificaron mediante un experimento
adicional independiente. La combinacion ensayada fue la Solucion 1 (Tabla VIII). Los
valores experimentales estuvieron de acuerdo con los presentados en la Tabla VIl y las
diferencias halladas estuvieron dentro del error del método (Tabla IX).
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Tabla IX. Comparacion entre las respuestas predichas por el programa y los valores
obtenidos experimentalmente.

Solucion 1 Predicho por el programa Valor Experimental
R % 73,9 74,0
EE % 91,7 92,1
Q2o 49,8 47,5
Qeo 74,5 72,6

4.1.3 Estudios de solubilidad aparente

El ABZ incluido en las microparticulas formuladas bajo las condiciones dptimas,
presentd una solubilidad aparente en agua a 25 °C de 0,095 + 0,003 mg/mL. Por lo
tanto, considerando que la solubilidad del ABZ sin transpotador en agua fue de 0,001
mg/mL, el sistema formulado incrementd 95 veces la solulidad del IFA.

4.1.4 Estudios de velocidad de disolucion

El perfil de disolucion para la formulacion obtenida bajo las condiciones de la
Solucion 1 (“Sistema Optimo™) se contrastd contra el perfil del ABZ sin tratamiento
(Figura 26).

Como puede observarse, la formulacion del ABZ incluido en microparticulas
poliméricas ternarias aumenta considerablemente la velocidad de disolucién del IFA.
Asimismo, esta formulacién presenté una ED del 78,9 %, incrementando de este modo
en un 69,7 % la ED del ABZ.

Para evaluar la cinética de la liberacion del ABZ desde la matriz polimérica, se
ajustaron los perfiles de disolucion obtenidos a las ecuaciones de Peppas, Higuchi,
Weibull, Hixon y Crowell, sigmoidea y primer orden. La seleccion del modelo se
realiz6 en base a los R? ajustados, criterio de Akaike (AIC) y analisis de los residuos
(Tabla X).

83



100 1

80 1

(o)]
o
1

—e— "Sistema Optimo"
—0— ABZ

ABZ disuelto (%)
.Y
o

201

200 300 400

Tiempo (min)

0 100

Figura 26. Perfiles de disolucion en HCI 0,1 M a 37 °C, del ABZ sin transportador y

del ABZ incluido en el “Sistema Optimo”.

Segun los criterios mencionados, las ecuaciones de Weibull (ecuacién [40]) y
primer orden fueron las que permitieron obtener el mejor ajuste. La comparacion de
ambos modelos mediante la prueba F, permitié concluir que el modelo de Weibull fue el

que proporcion6 un mejor ajuste (p=0,078).
Q%)=Q,.[1-e ™ [40]

El parametro Q., esta relacionado con la cantidad de IFA disuelto a tiempo
infinito, mientras que ty representa el tiempo necesario para la disolucion del 63,2 % del
IFA presente en la formulacion. El pardmetro b, es un valor adimensional que se
relaciona con la forma de la curva y se asemeja al orden cinético que sigue el
proceso.*"*"2 El hecho de que este Gltimo parametro haya exhibido un valor préximo a
1, justifica que la curva de disolucion presentara un buen ajuste también para la
ecuacion de primer orden. A partir de la inversa de ty4 (1/t3), se obtuvo la constante de

disolucién (kg), que present6 un valor de 0,02 %/min.
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Tabla X. Estimaciones de los parametros de la ecuacion de Weibull, error estandar, e
intervalos de confianza del 95% (1C 95 %).

Parametro Estimacion Error Estandar IC 95 %
Q30 89,37 0,8748 87,58-91,16
ty 42,46 1,4930 39,41-45,51

b 1,08 0,0478 0,98-1,18

A pesar de que el modelo de Weibull puede aplicarse con éxito a casi todo tipo de
curvas de disolucion y se utiliza cominmente en estos estudios, no se deduce de
ninguna ley fisica o fundamento cinético.’’>™ Este modelo es muy empleado en el
estudio de perfiles de disolucién de IFAs incluidos en sistemas matriciales, en donde la

liberacién se produce mediante procesos de difusion a través de la matriz.*>*"

4.1.5 Difraccion de Rayos X

A partir del analisis de los difractogramas realizados para el ABZ sin
transportador, se determind que el mismo se encontr6 en forma cristalina, como lo
demuestran los picos intensos y agudos a 26 11,51; 17,85; 22,09 y 24,54 que pueden

observarse en su patrén de DRX (Figura 27).

En los difractogramas obtenidos para el “Sistema Optimo” se visualizaron bandas
anchas y poco definidas, siendo estas sefiales caracteristicas de los polimeros amorfos
(Figura 27). Observandose ademas, dos picos de muy baja intensidad a 26 17,85 y 24,54.
Podria postularse que el ABZ incluido en las microparticulas forma una dispersion
molecular con los polimeros, o que se ha convertido parcialmente en su forma amorfa.
Debido a que los materiales en estado amorfo presentan velocidades de disolucion mas
elevadas que sus formas cristalinas, los resultados antes presentados podrian justificar la
alta velocidad de disolucion que se obtiene con el sistema formulado respecto del ABZ sin

transportador (Figura 26).17717®
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Figura 27. Difractogramas del ABZ (A) y del “Sistema Optimo” (B).

4.1.6 Calorimetria diferencial de Barrido

En el termograma del ABZ (Figura 28) se observa un pico endotérmico agudo a
196,84 °C y un pico doble a 202,04 °C. Estos picos podrian indicar la presencia de
polimorfos. En el termograma del “Sistema Optimo” puede observarse la existencia de

un pico endotérmico de baja intensidad a 174,49 °C.

\/V_/ B
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Figura 28. Termograma de CDB del ABZ (A) y del “Sistema Optimo” (B).
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Los resultados obtenidos en este andlisis coincidieron con los obtenidos por DRX,
en el sentido de que si bien hubo una disminucién de la cristalinidad del ABZ en el

sistema formulado, este no se encontro en estado completamente amorfo.

4.1.7 Analisis morfoldgico

De acuerdo con los analisis realizados por microscopia electronica de barrido
(MEB), las microparticulas obtenidas bajo las condiciones &ptimas (Figura 29)
presentaron forma esférica, superficie lisa y tamafio uniforme (1-10 um). EI didmetro
promedio de las microparticulas fue 2,8 = 1,9 um, el tamafo minimo de particula
observado fue 0,8 um y el valor maximo, 10,7 um. No se observé formacion de cristales

en la superficie de las microparticulas.

Figura 29. Micrografias obtenidas por MEB del “Sistema Optimo”. Aumento de 2000X
(A). Aumento de 5000X (B).

4.1.8 Estudios de estabilidad

Se realizaron estudios de estabilidad para las microparticulas formuladas bajo las
condiciones dptimas luego de un periodo de catorce meses. Las microparticulas fueron
almacenadas a temperatura ambiente (25 °C) y se evalu6 contenido residual de ABZ
mediante CLAE. EI contenido promedio de ABZ en las microparticulas fue del 96 + 1
% del valor original. Los resultados obtenidos revelaron que no hubo cambios
significativos en el contenido de ABZ de las microparticulas luego de catorce meses,
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mostrando que las modificaciones fisicoquimicas realizadas mediante la inclusion del
ABZ en las microparticulas para incrementar la solubilidad y velocidad de disolucion

del IFA, no alteraron su estabilidad.

4.1.9 Propiedades de flujo

Los resultados fueron obtenidos por triplicado de acuerdo con las metodologias
descriptas fueron: D, = 0,338; De = 0,575; I, = 1,214; IC = 41,16; IH = 1,698 y el
angulo de reposo o = 38,48°. Estos parametros indican que las microparticulas
formuladas presentan una pobre compresibilidad y propiedades de flujo, indicados
claramente por los valores del IC y a. Adicionalmente, los resultados de IH sugieren
una alta cohesion y un comportamiento de flujo inadeacuado. Por lo tanto, en orden de
obtener una formulacién apta para ser comprimida o encapsulada, uno 0 mas
excipientes deberian ser adicionados, para mejorar las caracteristicas reoldgicas de las

microparticulas.

4.1.10 Reproducibilidad

Se prepararon tres lotes del “Sistema Optimo” y se realizaron los perfiles de
disolucién como se describié en la seccion 3.2.1.8. Estos se compararon de a dos
empleando el calculo de f, mediante la ecuacién [41]. Un valor de f, superior al 50 % y
de f; inferior a 15 % implican que no existe diferencia significativa entre los perfiles
estudiados.’™ Los valores de f, obtenidos para los lotes analizados fueron 76,8; 64,0 y
61,9 y los de f; fueron 3,3; 7,7 y 8,0; indicando de este modo que no existen diferencias

significativas entre los perfiles de disolucidn de microparticulas de distinto lote.

4.2 Caracterizacion estructural de f-ciclodextrina vy

derivados de B-ciclodextrina

4.2.1 B-ciclodextrina

Se realizaron espectros de RMN, con el fin de identificar y caracterizar la
estructura de la B-CD. En el espectro de RMN de *H, la simetria aparente de las siete
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unidades de glucopiranosa que conforman el anillo macrociclico de la B-CD vy la rapida
interconversion entre varias conformaciones posibles del anillo macrociclico, asi como
las de los anillos de glucopiranosicos en solucidn, resultan en la aparicién de un unico
conjunto de resonancias como si se tratase de un s6lo un residuo glucopiranosilo. En
este espectro puede observarse ademas, cierta superposicion de las sefiales de H-2 y H-
4, asi como las de H-5 y H-6, estas sefiales pueden diferenciarse claramente en los
espectros de *H-*C HSQC (Figura 30 A). Este espectro de HSQC editado de la p-CD
discrimina las sefiales de *H y *C de los grupos CH, en la posicion 6 de la p-CD (en
verde), de las sefiales de CH en las posiciones 1-5 (en azul). Por otro lado, el H-1

(proton anomérico) presenta un caracteristico desplazamiento a campos bajos.
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Figura 30. Espectro HSQC de B-CD (A). Asignacion de la estructura quimica de
acuerdo a los espectros de RMN obtenidos (B). Tabla de asignacion de las sefiales de
los espectros de *H y *3C (C).
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4.2.2 Metil-B-ciclodextrina

Se realizaron experimentos de RMN para estudiar el patron de sustitucion de la
M-B-CD. A partir de los mismos pudo observarse que las posiciones sustituidas fueron
la 2 y la 6, mientras que no se evidenciaron sefiales que indiquen sustitucion en la

posicion 3.

En la Figura 31 A se observan los espectros de *H-*C HSQC y HMBC obtenidos
para la M-B-CD, que se encuentran superpuestos para facilitar la interpretacion de los
mismos. En el espectro HSQC es posible observar fuertes correlaciones entre los H y
los atomos de C de los sustituyentes metilo (6-CHs y 2-CHj3), permitiendo diferenciar
las sefiales de dichos protones con las de los H de 1 a 5 de la -CD, debido a que los
carbonos de los grupos metoxilo presentan desplazamientos a campos mas altos que los
de dicho carbohidrato. Por otro lado, el C-6 sin sustitucion present6 un desplazamiento
quimico muy similar a los C de los metilos, pero pudo ser distinguido por la edicion del
HSQC DEPT, presentandose como una sefial en verde. Los nucleos de los sitios
sustituidos fueron facilmente identificados por las fuertes correlaciones en el HMBC
entre los nucleos de C de los sitios sustituidos (C-2 sust o C-6 sust) y los protones de
los sustituyentes metilo (sefiales en rojo). También se identificaron los nucleos de los
sitios no sustituidos, mostrando de este modo que cada uno de los sitios fue sustituido

solo parcialmente.

La sustitucién no solo desplazé los picos del sitio sustituido, sino también los
picos de nucleos vecinos. A este ultimo factor, que incrementd la complejidad de los
espectros, se adiciond la superposicion de las sefiales muy similares de las subunidades

con diferente sustitucion de las CDs asimétricamente funcionalizadas.

Los atomos de C directamente sustituidos (C-2 y C-6) presentaron un
desplazamiento en los espectros de *C de unas 10 ppm a campos mas bajos con
respecto a sus homologos no sustituidos, mientras que los carbonos vecinos (C-1°, C-4’
y C-5°) experimentaron cambios en sus desplazamientos de entre 1,5 y 3,5 ppm a

campos mas altos. Los protones unidos a carbonos directamente sustituidos se
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desplazaron a campos més altos entre 0,15-0,22 ppm, mientras que los protones en

carbonos vecinos se desplazaron a campos mas bajos unas 0,1 ppm.
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Figura 31. Espectros de H-*C HSQC (sefiales verdes correspondientes a CH, y
sefiales azules a CH y CH3) y HMBC (sefiales rojas), realizados para M-p-CD en D,0

(A). Asignacion de la estructura quimica de acuerdo a los espectros de RMN obtenidos

(B).

El GS obtenido a partir de los espectros de masas de alta resolucion, fue 12,2 por
molécula de B-CD calculado mediante la ecuacion [30] (Figura 32). Considerando que
el nimero maximo de hidroxilos que podrian ser sustituidos es 21,” la M-B-CD
analizada presentdé mas del 50 % de estas posiciones sustituidas. Por otro lado, como se
discutié anteriormente sélo los hidroxilos ubicados en las posiciones 2 y 6 de la B-CD se

encuentraron sustituidos en la M-B-CD estudiada, teniendo en cuenta que el nimero
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total de hidroxilos en la molécula que ocupan esa posicion son 14, el valor de GS
obtenido indicaria una sustitucion del 87,1 % de los sitios en dicha posicion.
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Figura 32. Espectro de masas de alta resolucion realizado para la M-pB-CD, en modo
negativo. Los nimeros de sustituyentes por molécula de CD, se encuentran escritos

entre paréntesis arriba de cada valor de masa.

Ademés, el GS se determind mediante RMN de 'H a partir de las areas de los
picos de protones. Como se puede observar en la Figura 31 A, los Unicos picos que no
presentan superposicion son H-1 y H-1°, por lo que el GS se determiné mediante la
comparacion de la suma de estos dos picos (que integra el H anomérico) y las areas de
los picos sumados de todos los otros protones. EI GS obtenido de esta forma fue 1,66
por molécula de glucosa (11,62 por molécula de CD). Los valores de GS obtenidos a

partir de 'H RMN fueron consistentemente mas bajos que los obtenidos a partir de MS.

4.2.3 Hidroxipropil-B-ciclodextrina

En la Figura 33, puede observarse el espectro de 'H-C HSQC con las
asignaciones de las sefiales correspondientes. La sustitucion en la posicion 2 de la CD,

produjo en los espectros de *H un corrimiento hacia campos més bajos de los protones
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H-1y H-3 (H-1’ y H-3°), y en los espectros de **C un corrimiento hacia campos més
altos de los C-1 y C-3 (C-1’ y C-3°). Los estudios de RMN realizados, permitieron
determinar que la HP-B-CD empleada presentd sustitucion en la posicion 2 de la CD,
mientras que no pudieron evidenciarse sustituciones en las posiciones 3 y 6. Asimismo,
se identificaron ndcleos correspondientes a la posicion 2 sin sustitucién, indicando una

sustitucion parcial del derivado de B-CD.
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Figura 33. Espectro de 'H-'*C HSQC, realizados para la HP-B-CD en D,O (A).
Asignacion de la estructura quimica de acuerdo a los espectros de RMN obtenidos (B).

Como se menciond en la seccion 3.2.3.3, la determinacién del GS por RMN debe
realizarse aislando la sefiales en los espectros por lo cual la formula empleada depende
de cada derivado de CD en particular. En el caso de la HP-B-CD, el GS fue determinado

mediante la ecuacion [42], donde la combinacion de las areas H-1 y H-1” integran para
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un proton (proton anomerico) y el area de la sefial H-c, corresponde a los protones del
metilo del grupo 2-hidroxipropilo e integra para tres protones.
A

GS= Lie [42]
3X ALtA,L

Empleando la ecuacion [42], el GS obtenido para la HP-B-CD analizada fue de
0,67 sustituyentes por unidad de glucopiranosa. Si consideramos que mediante los
analisis realizados por RMN sélo se detectd sustitucion en la posicion 2, el resultado
obtenido indicaria que fueron sustituidos el 67 % de los hidroxilos posibles en esta

posicion.
4.2.4 Sintesis y caracterizacion de citrato-B-ciclodextrina

La mezcla de reaccidn se purificd mediante sucesivos lavados hasta corroborar la
ausencia de acido citrico (reactivo sin reaccionar) y se secé en estufa. EI producto de
reaccion se obtuvo con un rendimiento del 73 % y se le realizaron los espectros de
RMN.

La sefial o a 2,87 ppm (Tabla XI) se present6 en forma de multiplete, en lugar de
doble doblete correspondiente a los protones metilénicos del acido citrico, observada en
los espectros de *H obtenidos para la mezcla de reaccién (no mostrados). Esto indicaria

la formacién del producto de reaccién.®?

Ademas de los espectros de RMN de *H y *3C, se realizaron espectros en 2D. Se
realizé un *H-"H COSY, en el cuél se observaron correlaciones entre protones, es decir
nos permitieron determinar H vecinos en la molécula. Por otro lado, el espectro de *H-
13C HSQC (Figura 34) permiti6 asignar las sefiales de *H a las de C, es decir las
uniones directas entre protones y carbonos. En este ultimo, se presentan sefiales de
correlacion correspondientes a la sustitucion en la posicion 2 y en la posicion 6. La
sustitucion en la posicién 2 (2 sust), se evidencia mediante una sefial de correlacion

observada a 77,21 ppm del espectro de **C y a 3,49 ppm del espectro de *H, mientras
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que la sustitucion en la posicion 6 (6 a,b sust), corresponde a la sefial presente a 64,17
ppm del espectro de **C y a 4,25 ppm del espectro de *H.
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Figura 34. Espectro de *H-"3C HSQC parcial de C-B-CD en D,O (A). Asignacién de la

estructura quimica de acuerdo a los espectros de RMN obtenidos (B).

En el espectro de ‘*C se observd también que las sefiales correspondientes a los
carbonos carboxilicos de los extremos del &cido citrico se encontraron diferenciadas
(Tabla XI, carbonos H y J) y presentaron sefiales de correlacion con los protones
metilénicos de dicho 4cido (protones a- «’, Figura 34 y Tabla XI) en el *H-**C HMBC
(este espectro no se muestra, nos permitié detectar uniones entre carbonos y protones a
dos o tres enlaces). Estas sefiales, indicaron que ambos carbonos estaban unidos al

carbono metilénico y presentaban un entorno diferente.
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Los nucleos etiquetados como 1’ y 5” (Figura 34 y Tabla XI) correspondieron a

los 4&tomos vecinos a la sustitucion en las posiciones 2 y 6, respectivamente.

Tabla XI. Asignacién de las sefiales de los espectros de RMN de *H y *C.

. B¢ H -
Etiqueta 5 (ppm) 5 (ppm) Multiplicidad
a 43,19 2,87 m
6ab 60,20 3,77 -
6 a,b (sust) 64,17 4,25 -
5’ 69,34 3,90 -
3 71,74 3,75 m
2 72,02 3,55 m
5 73,04 3,86 m
2 (sust) 77,21 3,49 -
4 81,08 3,49 m
1 99,81 5,27 s
1 101,82 4,98 s
H 170,69
I 173,12
J 176,15

El GS obtenido a apartir de la integracion del espectro de RMN *H arrojé un valor
de 0,22, correspondiente a la integracion de los protones a que integran para 4 protones

y los protones H-1 y H-1’ que integran para un proton.
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Al realizar los analisis de MS en modo de ionizacién negativo, se observo un ion
molecular con una relacion m/z de 1307,4 (Figura 35). La deconvolucién de los datos
obtenidos, nos permitié inferir que este ion correspondia al éster formado entre la
molécula de B-CD y el &cido citrico. El i6n con una relacion m/z de 740,2 se debio al
derivado C-B-CD con dos sustituyentes, presentando dos cargas que correspondieron a
la pérdida dos protones. La presencia de este derivado justificaria el valor obtenido para
el GS por RMN, que implicaria 1,54 sustituyentes por molécula de CD.
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Figura 35. Espectro de masas de alta resolucion, en modo negativo del C-B-CD. Los
nameros de sustituyentes por molécula de CD, se encuentran escritos entre paréntesis
arriba de cada valor de masa.

Se realiz6 la valoracion del contenido de carboxilos en las muestras de C-B-CD
segun lo descripto en la seccion 3.2.3.4, a diferentes tiempos de iniciada la reaccion.
Los resultados de éste andlisis mostraron un contenido constante de carboxilos en la

muestra, a partir de las 4 h de reaccion (Figura 36), y nos permitieron definir el tiempo
de reaccion.
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Figura 36. Contenido de grupos carboxilicos en mmoles cada 100 g de C-B-CD en

funcién del tiempo de reaccion.

4.2.5 Sintesis y caracterizacion de succinil-B-ciclodextrina

La reaccién planteada en el Esquema 2 (seccion 3.2.2.2), se llevé a cabo con un
rendimiento del 76,2 %. A continuacion se realizé una extensiva caracterizacion de este
derivado de B-CD, mediante RMN y MS.

Los espectros de RMN realizados para la S-B-CD mostraron claramente la mono-
funcionalizacién en el 6-OH (alcohol primario). En el espectro de *H-*C HSQC (Figura
37), se observan las sefiales de ‘H debidas a las subunidades de glucopiranosa
funcionalizadas ademas de las sefiales debidas a la glucopiranosa no sustituida. En los
campos mas altos se observa una sefial a 2,58 ppm, debida a la cadena etilénica del
grupo succinilo (a 'y b; Figura 37 A). Esta sefial se encontr6 ensanchada y desplazada en
comparacion con la sefial obtenida para el &cido succinico en presencia y en ausencia de
B-CD. Las sefiales a 6 4,47 y 4,16 ppm corresponden a los protones diastereotdpicos H-
6 sust. Estas sefiales se encontraron desplazadas a campos mas bajos respecto de su
homologo sin sustitucidon, como consecuencia del desapantallamiento que produjo sobre
dichos H la union del grupo carboxilico. Ademas, se observd una sefial a 6 3,97 ppm,
que en el espectro de COSY (Figura 38) presento correlacion con los H-6a sust (linea

punteada roja) y con H-4 (linea punteada celeste). Estos datos indicaron que dicha sefial
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correspondia a H-5°, que presentd un corrimiento a campos mas bajos que su homologo

en una molécula no sustituida por la existencia del grupo carboxilo.
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Figura 37. Espectro de *H-"3C HSQC parcial de S-B-CD en D,0 (A). Asignacion de la
estructura quimica de acuerdo a los espectros de RMN obtenidos (B).

En el espectro de *H-**C HSQC de S-B-CD (Figura 37 A), se observa una sefial de
3C debida al carbono C-6 sust a & 64 ppm, que muestra correlacion con los H-6 sust y
una sefial a debida al C-5” a 6 68,9 ppm correlacionada con los protones H-5°. También
se identificaron los nacleos homdlogos de los sitios no sustituidos, mostrando de este

modo que la posicion 6 se encuentra sustituida parcialmente.

Se realizaron espectros de **C del acido succinico en presencia y ausencia de -
CD. En los mismos, se observo la sefial de los carbonos carboxilicos a & 177,09 ppm,
verificando que la presencia de B-CD no produjo corrimiento de la sefial. En el espectro
de C de S-p-CD se observaron las sefiales correspondientes a los carbonos

carboxilicos de los extremos del acido succinico, presentando una sefial a 6 173,99 ppm
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correspondiente al carbonilo del éster formado (X’, Figura 37 B) y otra sefial a & 176,33
ppm que corresponde al grupo carboxilo libre (X, Figura 37 B). Estos carbonos
presentaron correlacién con los protones metilénicos (a y b) en el espectro de *H-*C
HMBC, indicando que ambos carbonos se encontraban unidos al carbono metilénico y

presentaban un entorno diferente.
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Figura 38. Espectro *H-'H COSY parcial de S-B-CD en D,O.

El GS se determind a partir de los espectros de RMN de 'H, partiendo del
conocimiento que el area del protén H-1 integra para 1 H (1 protén por unidad de
glucopiranosa) y el area de los protones de los grupos metileno del succinilo (H-a y a”)

integran para 4 H:

Aiave
GS= — ¥t [43]
4x A
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A partir de esta relacion entre las areas de los protones y empleando la ecuacion

[43], se obtuvo un GS de 0,37 por unidad de glucosa y por lo tanto de 2,3 por unidad de
CD.

Pudo realizarse el calculo de modo anélogo a partir del area correspondiente a los
H-6a,b conociendo que integra para 2 H (ecuacion [44]):

AH—G a,b

GS= ————
2Xx A

[44]

El GS obtenido mediante la aplicacion de esta ecuacion fue de 0,42 por molécula
de glucosa y 2,94 por molécula de CD.

La diferencia entre los valores obtenidos mediante ambas ecuaciones podria
atribuirse a diferencias en la integracién de las sefiales.

A partir de los analisis de MS se determind que el derivado obtenido, estaba
compuesto por una mezcla de S-B-CDs con distintos GSs. En la Figura 39 puede

observarse que los picos presentes en el espectro de masas presentan una distribucién
normal.
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Figura 39. Espectro de masas de alta resolucion del S-B-CD, en modo negativo. Los

numeros de sustituyentes por molécula de CD, se encuentran escritos entre paréntesis
arriba de cada valor de masa.
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En este espectro, los picos con las relaciones m/z: 616,2; 666,2; 716,2; 766,2 y
816,2 estdn relacionados a especies doblemente cargadas (por la pérdida de dos
protones) y corresponden a los valores de masa exacta: 1234,4; 1334,4; 1434,4; 1534,4
y 1634,4. El andlisis de estos datos, permitié deducir que el producto contenia una
mezcla de moléculas de S-B-CD que presentaban de uno a cinco sustituyentes. EI GS
obtenido mediante la ecuacion [30], fue de 2,83 por molécula de CD. Estos resultados

fueron consistentes con los obtenidos por RMN.
4.2.6 Sintesis y caracterizacion de itaconil--ciclodextrina

Se detallara en esta seccion los resultados correspondientes a la sintesis de I-p-CD
(Esquema 3) con calentamiento en estufa, ya que el producto obtenido por
calentamiento a reflujo presentd caracteristicas muy similares sélo que con un menor
GS.

En el espectro *H-"3C HSQC realizado para el compuesto I-B-CD (Figura 40 A),
se observa una sefial de *H a & 3,34 ppm que presenta correlacién con una sefial de **C a
0 37,90 ppm, estas sefiales corresponden a los grupos metileno del grupo itaconilo (a y
a’, Figura 40 B). Estas sefiales se encontraron ensanchadas y desplazadas a campos mas
bajos en comparacién con la sefial obtenida para el &cido itacénico en presencia y en
ausencia de B-CD. El proton vinilico b* se encontré méas desapantallado que el b’ por su
configuracién cis con respecto al grupo carbonilo y por lo tanto su sefial se presentd a

campos mas bajos.

En el espectro de *H-"*C HSQC (Figura 40 A), se observan sefiales de ‘H a & 4,45
y 4,18 ppm que se correlacionan con la sefial de *C a & 64,38 ppm. Estas sefiales
corresponden a los nucleos en la posicion 6 sust y se encuentran desplazadas a campos
mas bajos respecto a las de las producidas por los nucleos homdlogos sin sustitucion,
como consecuencia del desapantallamiento que produce sobre dichos nucleos la unién

del grupo carboxilico.
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En el espectro HSQC se observa una sefial de 'H a & 3,94 ppm, que presenta
correlacion con una sefial de *C a & 69,80 ppm. En los espectros ‘H-'‘H COSY
realizados, no se hallaron correlaciones de dicha sefial de *H con ninguna otra sefial de
'H de la molécula, por lo que se decidi6 estudiar el sistema de spins mediante otro de
experimento de RMN, el TOCSY selectivo. Al intentar estudiar el sistema de spin al
que pertenecia este H, se planted el problema que para realizar este experimento y

obtener conclusiones validas la sefial no debia estar superpuesta con otra sefial de *H.
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Figura 40. Espectro HSQC parcial de I-3-CD en D,0 (A). Asignacion de la estructura

guimica de acuerdo a los espectros de RMN obtenidos (B).

Efectivamente, si se observa el espectro de HSQC puede notarse que la sefial de
interés se superpone parcialmente con las pertenecientes a H-6, H-5 y H-3. Partiendo de
la hipotesis de que este H podria estar relacionado a los H-6 a,b sust y los resultados
discutidos en la seccion 4.2.5, se decidio irradiar selectivamente la sefal a & 4,45 ppm

correspondiente a H-6 b sust que no presentaba solapamiento con otras sefiales.
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Al realizar este experimento pudo observarse que la sefial irradiada pertenecia al
mismo sistema de spin que las sefales a 6 4,18, 3,94, 3,60 y 3,48 ppm (Figura 41). Estos
resultados indicaron que la sefal a 6 3,94 ppm correspondia a un H perteneciente a una
subunidad de glucopiranosa funcionalizada, y que se trataria de H-5’. Como se comento
anteriormente, la sefial a 6 4,18 se debe a H-6 a sust. Por otro lado, las senales a 6 3,60
y 3,48 ppm corresponderian a H-4> y H-2’, que debido a que el corrimiento no fue lo
suficientemente amplio respecto de las sefiales de sus homologos sin sustitucion, no

pudieron ser observadas como sefiales diferenciadas en el espectro de *H-**C HSQC.

-4,70
-4,45
-4,18
-3,94
-3,60
-3,49

pa—

T T T T T T T T T T T T T T T T

r r T T T
5,0 4,5 4,0 3,6 8 (ppm)

Figura 41. Espectro TOCSY selectivo de I-B-CD, irradiando el proton a 6 4,44 ppm.

En los espectros de 3C se observaron sefiales a & 172,60 y 169,37 ppm, estas
sefiales se encontraron desplazadas a campos mas altos respecto de las sefiales
correspondientes a los grupos écidos libres en los espectros de *3C del 4cido itacénico
en presencia y ausencia de f-CD. La senal a 6 169,37 ppm correspondio al C del grupo
carbonilo mas proximo al grupo vinilico ya que presentd correlacion con los protones
vinilicos (b* y b’) en los espectros de *H-*C HMBC, mientras que el C del grupo
carbonilo con desplazamiento a & 172,60 ppm, no presentd dicha correlacion.
Adicionalmente, la correlacion de este altimo carbono carbonililico con H-a y a’ es més

intensa que la correlacion de dichos H con el C con ¢ a 169,3 ppm.
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El GS se determiné a partir de los espectros de RMN *H, empleando el area del
protén H-1 que integra para 1 H (1 protén por unidad de glucopiranosa) y el area de uno

de los H vinilicos del itaconilo (H-b’ y b*) que integran para 2 H (ecuacion [45]):

AH-b’ + AH-b*
2X A,

GS= [45]
A partir de esta relacion entre las areas de los protones se obtuvo un GS de 0,36

por unidad de glucosa y por lo tanto de 2,52 por unidad de CD.

Cabe mencionar que el GS obtenido para el I-3-CD obtenido por calentamiento a
reflujo fue de 0,20 por unidad de glucosa, es decir 1,40 por unidad de CD.
Posteriormente, se empled este derivado para formular los sistemas con ABZ.

No pudieron realizarse los célculos de modo anédlogo a partir del area
correspondiente a los H-6a,b; debido a que dichas sefiales se encontraban

distorsionadas por la sefial del agua.

En la Figura 42 puede observarse el espectro de masas del I-3-CD obtenido
mediante el método a reflujo. En este espectro, realizado en modo de ionizacion
negativo, se observan los iones con una relacion m/z de 1245,4; 1357,4 y 1469,4, que
corresponden a moléculas de I-B-CD con uno, dos Y tres sustituyentes, respectivamente.
Estos iones presentaron una distribucion claramente asimétrica, siendo el pico con
mayor intensidad el correspondiente al derivado con un sustituyente. EI GS calculado
mediante la ecuacion [30] fue de 1,52, siendo este valor consistente con el obtenido por
RMN.
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Figura 42. Espectro de masas de alta resolucion del I-B-CD, en modo negativo. Los
nameros de sustituyentes por molécula de CD, se encuentran escritos entre paréntesis

arriba de cada valor de masa.

4.2.7 Sintesis y caracterizacion de hexil-B-ciclodextrina

La reaccion planteada en el Esquema 4 (seccion 3.2.2.4), se llevo a cabo con un
rendimiento del 42 %. La funcion del NaOH en la primera etapa de la reaccion fue
generar el i6n alcohdoxido de B-CD, que reacciond posteriormente con el 1-bromo-
hexano. Una funcion adicional que cumplié el NaOH en esta reaccién es la retencion
del agua generada durante la reaccién del alcohdxido con el haluro de alquilo,®**® que
podria disminuir el rendimiento de la misma por formacién de productos de reaccion
secundarios tales como 1-hexanol. El producto se disolvid facilmente en solventes como
cloroformo, acetato de etilo y éter dietilico. Si bien el producto obtenido no fue soluble
en agua presentdé propiedades anfifilicas, emulsionandose en presencia de agua Yy

solventes organicos.

Los procedimientos planteados para la purificacién del producto obtenido se
basaron en las propiedades fisicoquimicas de los posibles productos de reaccion

secundarios y del 1-bromo-hexano. El primer procedimiento de purificacion se basé en
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la recritalizacion del producto, para lo cual se disolvid el mismo en acetato de etilo y se
agregd hexano, debido a que la H-B-CD era insoluble en este dltimo solvente y las
posibles impurezas serian teéricamente solubles en dicho solvente o se encontrarian en
estado liquido a temperatura ambiente. Asimismo, se intentd recristalizar sin éxito el
producto disolviéndolo en una minima cantidad de cloroformo y agregando metanol
(solvente en el cudl el producto no se disuelve), probablemente el producto fue

demasiado soluble en dicha mezcla de solventes.

El segundo procedimiento de purificacion, se basé en la propiedad fisicoquimica

observada en el producto de emulsionarse en agua.

El producto obtenido mediante los dos procedimientos empleados para la
purificacion fue un solido blanco pulverulento, que fundio6 en estufa a 40 °C generando

un semisélido amarillento translicido.

El hexil derivado de B-CD se caracterizO mediante espectroscopia de RMN. El
espectro HSQC DEPT de H-B-CD (Figura 43 A) discrimina las sefiales de *H y 3C de
los grupos CH; en la posicion 6 de la B-CD (en verde) y los del grupo hexilo (b, c, d, e

y f), de las sefiales de CH en las posiciones 1-5y el CH3 del grupo hexilo (en azul).

En el espectro de *H-*C HMBC realizado para el H-B-CD (este espectro no se
muestra), se presentaron sefiales de correlacion entre H-f2 y H-f6 con H-e de la cadena
hidrocarbonada, permitiendo diferenciar el metileno correspondiente a la posicion 6
sustituida de los metilenos f pertenecientes al grupo hexilo. El grupo metileno f
presentd diferentes desplazamientos quimicos en los espectros de *C y *H de acuerdo
con la posicion de la sustitucion, por presentar diferente entorno quimico. De este
modo, un mayor el desapantallamiento sufrido por el metileno f2, justificaria su
desplazamiento a campos mas altos respecto del f6 en el espectro de *H. En los
espectros de *H-"*C HSQC (Figura 43), los protones f presentaron correlacién con los
protones 6 y 2 de la p-CD. En el espectro de RMN *°C, las sefiales de C-6 (5 69,54
ppm) y C-2 (6 80,67 ppm) sustituidos se encontraron desplazadas a campos mas bajos
que sus homologas sin sustitucion, siendo el A6 ~ 10 ppm, datos congruentes con la

formacion de un enlace éter. En el espectro de RMN de *H se observé algo similar en
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los H-6 y H-2 unidos a C sustituidos, evidenciando un desplazamiento a campos mas
altos que sus homologos en moléculas de B-CD sin sustitucion, indicando un mayor
apantallamiento de estos protones por la formacion del enlace éter que disminuye la

electronegatividad del oxigeno.
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Figura 43. Espectro HSQC parcial de H-B-CD en CDCI; (A). Asignacion de la
estructura quimica de acuerdo a los espectros de RMN obtenidos (B).

Mediante la purificacion por recristalizacién desde acetato de etilo con hexano o
la emulsificacion con agua, se obtuvieron productos que presentaron una sustitucion del
6-OH précticamente completa, siendo la sefial de H-6 muy baja. Por otro lado,
podriamos inferir que la sustitucién en la posicion 2 fue completa, ya que no se

observaron sefiales correspondientes al C o H homologo en dicha posicion no sustituida.

El GS de H-B-CD se determiné a partir de los espectros de RMN *H, empleando
para la relacion de areas la del proton H-1 que integra para 1 H (1 protén por unidad de
glucopiranosa) y el area de los protones del grupo metilo del hexilo (H-a) que integran

para 3 H (ecuacion [46]):
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Ana

GS=——=—
3x A,

[46]

A partir de esta relacion entre las areas de los protones se obtuvo un GS de 1,12

por unidad de glucosa y por lo tanto de 7,87 por unidad de CD.

Se realizo el célculo de modo analogo a partir del area correspondiente a todos los
protones de la cadena hidrocarbonada exceptuando los f (H a-e), siendo que estos

integran para 11 H (ecuacion [47]):

GS= e [47]
11x A,

El GS obtenido mediante la aplicacion de esta ecuacion fue de 1,15 por molécula

de glucosa y 8,03 por molécula de CD.

La diferencia entre los valores obtenidos mediante ambas ecuaciones puede
deberse a diferencias en la integracion de las sefiales. Por otro lado, debe destacarse que
el GS obtenido fue relativamente alto, considerando que el nimero méaximo posible de
sustituyentes por molécula de CD es 21."

4.3 Preparacion y caracterizacion de formulaciones

empleando f-ciclodextrina y derivados de -

ciclodextrina

4.3.1 Evaluacion de la afinidad de diferentes ciclodextrinas por el

albendazol

4.3.1.1 Diagramas de solubilidad de fase

Se realizaron los diagramas de solubilidad de fase de las CDs: B-CD, M-B-CD,
HP-B-CD, S-B-CD, I--CD y C-B-CD, con el objetivo de comparar su afinidad con

respecto al ABZ (Figura 44). El parametro empleado para dicha comparacién fue la Ks
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obtenida mediante la ecuacion [31] y su valor puede observarse para cada CD en la
Tabla XII. Un valor elevado de K; indica una alta afinidad de la CD por la molécula

huésped.
2,5-
S L,
E 20 ® 1-B-CD
N
@ m C-p-CD
< 154
S A SpB-CD
j
S
S 10- X HP-B-CD
g ® M-B-CD
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Figura 44. Diagrama de solubilidad de fase para el ABZ en presencia de
concentraciones crecientes de p-CD, M-B-CD, HP-B-CD, S-p-CD, I-3-CD y C-B-CD.

Se observo en los diagramas de solubilidad de fase para la M-pB-CD, HP-B-CD, S-
B-CD, I-B-CD y C-B-CD que la concentracion del ABZ presenta un comportamiento
lineal en funcién de la concentracién de dichas CDs, por lo tanto puede concluirse que
las isotermas obtenidas fueron de tipo A (de acuerdo al modelo propuesto por Higuchi

y Connors).” Esto indicé, que los complejos se formaron con una estequiometria 1:1.

Puede observarse tanto en la Figura 44 como en las ecuaciones de la recta (Tabla
XI1), que la pendiente obtenida a partir de la isoterma de la C-B-CD fue superior a las
pendientes calculadas para las demas CDs evaluadas. Como consecuencia de esto, el
valor de K; para la C-B-CD superd aproximadamente en tres veces a los valores de K
para la HP-B-CD y la M-B-CD, que presentaron valores comparables a los reportados en

la bibliografia. 182
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Tabla XI1. Ecuaciones de la recta y valores de K; obtenidos para -CD, M-B-CD, HP-§3-
CD, S-B-CD, I-B-CD y C-p-CD.

CD Ecuacion de la recta R? K (M7
B-CD y =0,006.x + 0,075 0,722 74
M-B-CD y =0,010.x + 0,030 0,995 337
HP-B-CD y =0,009.x + 0,029 0,996 313
C-p-CD y =0,036.x + 0,036 0,998 1037
S-B-CD y =0,013.x + 0,029 0,997 440
I-3-CD y =0,016.x + 0,027 0,093 602

La curva correspondiente a la B-CD presentd un valor bajo de R?, debido a que la
concentracion de ABZ no present6 una relacion lineal con respecto a la de dicha CD, esto
pudo ser originado en parte por la baja solubilidad acuosa de la misma. Se observo ademas,
que la concentracion de ABZ no aumentd a concentraciones superiores a la solubilidad de
la B-CD.

4.3.2 Formulacion y caracterizacion de sistemas

albendazol:ciclodextrinas

4.3.2.1 Caracterizacion fisicoquimica y estructural de sistemas

compuestos por albendazol v ciclodextrinas obtenidas

comercialmente

4.3.2.1.1 Determinacion del rendimiento y el titulo

Los sistemas compuestos por el ABZ y las CDs obtenidas comercialmente (B-CD,
M-B-CD y HP-B-CD) que se prepararon mediante SA, presentaron rendimientos dentro
del rango comprendido entre el 82,4 y el 90,7 %; los menores rendimientos fueron los

obtenidos para los sistemas formulados con B-CD (Tabla XIII). En cuanto a los titulos
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de ABZ obtenidos para los sistemas ABZ:CDs, se encontraron en el rango del 8,9-19,5
%. Estos valores se encontraron en concordancia con los pesos moleculares de los

componentes de los sistemas y la relacion estequiométrica en la que fueron formulados.

Tabla XIlIl. Valores de los rendimientos de los productos obtenidos por SA y
valoracion del contenido de ABZ (titulo).

Sistemas obtenidos por

SA Relacién molar Rendimiento (%) Titulo (%)
1:1 82,4 19,5
ABZ:B-CD
1:2 84,5 11,5
11 85,4 17,1
ABZ:M-B-CD
1:2 89,5 9,5
1:1 86,8 16,3
ABZ:HP-B-CD
1:2 90,7 8,9

4.3.2.1.2 Estudios de solubilidad aparente

Los sistemas formados por ABZ y las CDs obtenidas comercialmente,
incrementaron la solubilidad aparente del ABZ entre 13 y 85 veces (la solubilidad del
ABZ en agua fue 0,001 mg/mL). En la Tabla XIV, puede observarse que las
concentraciones de ABZ en agua mas elevadas se obtuvieron con los sistemas
formulados mediante SA y dentro de estos sistemas, los preparados en una relacion
molar 1:2 de ABZ:CD. De los derivados de CD estudiados en esta etapa, la M-p-CD

mostrd la mayor capacidad de solubilizar al ABZ.
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Tabla XIV. Valores de solubilidad aparente del ABZ en agua para los sistemas
formulados con B-CD, M-B-CD y HP-B-CD, mediante las técnica de SA y MF.

Solubilidad en agua

Sistemas Relacion molar Método de obtencion
(mg/mL)
MF 0,013 £ 0,002
1:1
SA 0,024 £ 0,001
ABZ:B-CD
MF 0,045 + 0,001
1:2
SA 0,052 + 0,002
MF 0,016 + 0,001
1:1
SA 0,069 + 0,002
ABZ:M-B-CD
1:2 MF 0,051 + 0,001
SA 0,085 + 0,003
1:1 MF 0,011 + 0,004
SA 0,048 + 0,001
ABZ:HP-p-CD
1:2 MF 0,045 + 0,001
SA 0,065 + 0,001

4.3.2.1.3 Estudios de velocidad de disolucion

En las Figuras 45, 46 y 47 se puede observar un considerable aumento en la
velocidad de disolucion del ABZ en todos los sistemas ABZ:CDs obtenidos mediante

SA, respecto del IFA sin transportador.

Los perfiles de disolucion de los sistemas ABZ:CD obtenidos por SA en una
relacion 1:2, fueron practicamente superponibles entre si. El sistema ABZ:M-B-CD con
una relacion 1:1 presentd un perfil de disolucion similar al de la relacion molar 1:2
(Figura 46). Estos hechos podrian estar relacionados, con la mayor afinidad que

presentd la M-B-CD por el ABZ, con respecto al resto de las CDs estudiadas en esta
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seccion, como se evidencié en los valores de K¢ obtenidos en la seccién 4.3.1. En los
demas sistemas ABZ:CDs con relacién molar 1:1, la velocidad de disoluciéon fue menor

que cuando se formularon en una relacion 1:2.
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Figura 45. Perfiles de disolucién en HCI 0,1 M a 37 °C, del ABZ sin transportador y
del ABZ incluido en los sistemas ABZ:B-CD obtenidos por SA en dos relaciones

molares (1:1y 1:2).
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Figura 46. Perfiles de disolucion en HCI 0,1 M a 37 °C, del ABZ sin transportador y
del ABZ incluido en los sistemas ABZ:M-B-CD obtenidos por SA en dos relaciones
molares (1:1y 1:2).
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Figura 47. Perfiles de disolucion en HCI 0,1 M a 37 °C, del ABZ sin transportador y
del ABZ incluido en los sistemas ABZ:HP-B-CD obtenidos por SA en dos relaciones
molares (1:1y 1:2).

Como pudo determinarse en el estudio de las isotermas de solubilidad, las
isotermas obtenidas fueron del tipo A, es decir que la estequiometria del complejo
deberia ser 1:1. Por lo tanto el aumento de la velocidad de disolucién de los complejos
1:2 respecto de los 1:1, podria deberse a una estabilizacion del sistema por la presencia
de la macromolécula en exceso mediante un proceso de adsorcion sobre la superficie
y/o formacion de puentes hidrégeno entre la CD en exceso y las zonas del IFA
expuestas al medio de disolucion (Figura 48). También podria suceder que al aumentar
la concentracion de CD en el medio de disolucion, el equilibrio se desplazaria hacia la

formacion del complejo (Figura 9).

Por otro lado, en la Tabla XV pueden observarse los valores de ED (%)
calculados segun la ecuacion [21], ademas de los valores de Q3o y Qgo para los sistemas
compuestos por ABZ y las CDs obtenidas comercialmente, preparados por MF y SA en
relacién equimolar. Estos resultados indicaron que el método de SA permitié un
incremento considerable en la ED para el ABZ, respecto de los sistemas obtenidos por
MF, mostrando en este caso el sistema ABZ:M-B-CD la mayor ED. Asimismo, los
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valores méas altos de Qszo y Qgso fueron los obtenidos para el sistema ABZ:M-B-CD
formulado por SA.

Figura 48. Esquema representativo de la posible interaccion entre el complejo ABZ:CD

formado y un exceso de CD en el medio de disolucion.

Tabla XV. Valores de los parametros de disolucion (Qzo (%), Qeso (%) y ED (%))
obtenidos para el ABZ y los sistemas ABZ:3-CD, ABZ:M-B-CD y ABZ:HP-B-CD,
preparados por MF y SA en relacion equimolar (1:1).

. Método de
Sistemas obtencion Q3o (%) Qso (%) ED (%)
ABZ - 38+21 6,1+29 9,2
MF 7,7+0,1 12,6 £0,2 16,9
ABZ:B-CD
SA 345+19 46,6 £14 55,4
MF 629+11 683+14 70,3
ABZ:M-B-CD
SA 99,0+21 948+13 92,8
MF 225+09 313+11 36,6
ABZ:HP-B-CD
SA 548+20 656+1,2 69,8
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4.3.2.1.4 Calorimetria Diferencial de Barrido

Con el fin de evaluar la formacion del complejo de inclusion entre el IFA y las
correspondientes CDs se realizaron los estudios de CDB del ABZ, los sistemas
ABZ:CDs en relacion molar 1:1 (obtenidos por SA y MF) y cada una de las CDs
(Figuras 49, 50 y 51).
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Figura 49. Termograma de CDB de ABZ (A), B-CD (B) y los sistemas ABZ:-CD con
relacion molar 1:1 preparado por MF (C) y SA (D).

La ausencia de los picos endotérmicos de fusién a 196,84 °C del ABZ en los
termogramas de los sistemas ABZ:HP-B-CD y ABZ:M-B-CD obtenidos por SA,
indicaria la formacion del complejo de inclusion (Figuras 51 D y 52 D). Estos
resultados estarian de acuerdo con los obtenidos en los ensayos de disolucidn para estos
sistemas, que presentaron una ED del ABZ superior respecto de los sistemas formulados
por MF.
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Figura 50. Termograma de CDB de ABZ (A), M-B-CD (B) y los sistemas ABZ:M-f-
CD con relacion molar 1:1 preparado por MF (C) y SA (D).
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Figura 51. Termograma de CDB de ABZ (A), HP-B-CD (B) y los sistemas ABZ:HP--
CD con relacion molar 1:1 preparado por MF (C) y SA (D).
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En el termograma del sistema ABZ:B-CD obtenido por SA (Figura 49 D) se
observd el pico endotérmico de fusion del ABZ a 196,84°C, que si bien redujo su
amplitud con respecto la MF, su presencia nos indicdé que no se formé un verdadero

complejo de inclusion.

4.3.2.1.5 Difraccion de rayos X

El difractograma de la B-CD (Figura 52 B) indicd que la misma se encontré en
forma cristalina, los dos picos mas intensos se observaron a 20 12,71 y 21,77. Como
puede observarse en los patrones de DRX (Figuras 53 B y 54 B), la HP-B-CD y la M-B-
CD se encuentran en estado amorfo. Esto podria deberse a que sus sustituyentes
impiden el acomodamiento ordenado de las moléculas en estado sélido, favoreciendo su

solubilidad en agua (seccion 1.2.1.2).
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Figura 52. Difractograma del ABZ (A), B-CD (B) y los sistemas ABZ:B-CD con
relacién molar 1:1 preparado por MF (C) y SA (D).

Por otra parte, los patrones de DRX de las MF del ABZ con cualquiera de las tres
CDs fueron una sumatoria de las sefiales obtenidas para el ABZ y la CD
correspondiente (Figuras 52 C, 53 C y 54 C).
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Figura 53. Difractograma del ABZ (A), M--CD (B) vy los sistemas ABZ:M-3-CD con
relacién molar 1:1 preparado por MF (C) y SA (D).
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Figura 54. Difractograma del ABZ (A), HP-B-CD (B) y los sistemas ABZ:HP-B-CD
con relacion molar 1:1 preparado por MF (C) y SA (D).
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Los sistemas ABZ:HP-B-CD y ABZ:M-B-CD obtenidos por SA, presentaron
bandas anchas y poco definidas en sus patrones DRX, indicando que los mismos se
encontraban en estado amorfo. Asimismo, estos difractogramas fueron similares a los de
la CD con la que fue formulado el sistema, de modo que podriamos postular la

formacion un complejo de inclusion.

A partir del analisis de las sefiales obtenidas para el sistema ABZ:-CD formulado
por SA (Figura 52 D), pudo concluirse que la B-CD perdi6 su cristalinidad, ya que no se
observan sus picos caracteristicos. En el mismo, se distinguieron sélo dos de las sefiales
caracteristicas del ABZ a 26 17,85 y 24,54, permitiendo inferir que el IFA se
encontraria en estado parcialmente amorfo. Estos resultados podrian justificar el
incremento en la ED obtenido para los sistemas ABZ:B-CD formulados por SA,
respecto a la ED obtenida para los mismos sistemas formulados por MF. Como se ha
mencionado, la baja solubilidad de la B-CD muchas veces limita la solubilidad de los
complejos formados, de modo que podria postularse que una disminucién del grado de
cristalinidad de este compuesto podria contribuir en el incremento de la velocidad de

disolucién.

4.3.2.1.6 Microscopia electrdonica de barrido

En la Figura 55 pueden observarse las micrografias obtenidas para el ABZ, la B-
CD, la M-B-CD y la HP-B-CD, y para los sistemas formulados con ABZ y dichas CDs
mediante las técnicas de MF y SA. En las mismas, pudo evidenciarse que las particulas
de ABZ (Figura 54 A) y las de B-CD (Figura 54 B) presentaron forma irregular,
mientras que las particulas de M-B-CD (Figura 54 E) y las de HP-B-CD (Figura 54 H),

fueron mayoritariamente esféricas, siendo las ultimas de mayor tamafio.

Por otro lado, en las micrografias realizadas para los sistemas ABZ:B-CD
preparados por MF (Figura 54 C, F e 1), se visualizaron particulas que se
correspondieron con la morfologia de los materiales de partida. Contrariamente, en las
imagenes capturadas para los sistemas ABZ:B3-CD preparados por SA (Figura54 D, Gy
J), pudo observarse la formacion de nuevas estructuras, predominantemente esféricas y

con un tamano en el rango de los 1-10 pm.
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Figura 55. Micrografias obtenidas por MEB (2000X) de ABZ (A), B-CD (B), ABZ:p-
CD MF (C), ABZ:B-CD SA (D), M-p-CD (E), ABZ:M-B-CD MF (F), ABZ:M-B-CD
SA (G), HP-B-CD (H), ABZ:HP-B-CD MF (1) y ABZ:HP-B-CD SA (J).

4.3.2.1.7 Caracterizacion estructural de los sistemas formulados a

partir de ciclodextrinas obtenidas comercialmente

4.3.2.1.7.1 Sistema albendazol:metil-g-ciclodextrina

El experimento de ROESY 2D es una de las herramientas mas eficaces para

investigar las interacciones inter e intra-moleculares de los complejos huésped:CD. La
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presencia de sefiales de correlacion, que son generadas por los efectos nucleares
Overhauser (NOE), entre los protones de las moléculas huésped y las de CDs indican

contactos espaciales dentro de 5 A.*®

Se requiere una asignacion inequivoca de las sefiales en los espectros de *H de
RMN para establecer el modo de inclusion del ABZ en la cavidad M-B-CD. El
etiquetado de todas las sefiales en los espectros de RMN de 'H de ABZ y M-B-CD se
llevaron a cabo utilizando la informacién obtenida de los espectros de *H-'H COSY,
'H-C HSQC y 'H-C HMBC. La estructura de ambas moléculas se muestra en la

Figura56 Ay B.

Como se discutio en la seccién 4.2.2, los cambios en los desplazamientos
quimicos inducidos por metilacion directa y los efectos sobre los ndcleos préximos a un
sitio metilado generaron un espectro de *H de RMN con varios picos anchos sin
resolver. Se puede observar que las sefiales de H2 y H6 de los sitios sustituidos

produjeron sefiales solapadas con los protones de 6-CH3 y H5, respectivamente.

La Figura 56 (C y D) muestra el espectro de ROESY 2D parcial del sistema
ABZ:M-B-CD obtenido por SA, disuelto en DCI (0,1 M). Este espectro mostrd picos de
correlacion entre los protones del anillo aromatico (Figura 56, A: e, fy g) y los protones
de la M-B-CD (H3 y H5). Estos datos sugieren que las interacciones del anillo tienen
lugar en la cavidad de CD. Ademas, la presencia de picos de correlacion entre los
protones de los grupos metoxilo de M-B-CD vy los protones a, b y f de ABZ, indicaria
que estos protones del IFA se encontrarian en una posicion de poca profundidad en la
cavidad de la CD. Asimismo, también se observaron sefiales de correlacion entre los
protones del grupo propilo del ABZ (a, by ¢) y los protones internos de la M-B-CD.
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Figura 56. Estructura y etiquetado del ABZ (A). Estructura y etiquetado de la M-B-CD
(B). Espectro ROESY parcial de ABZ en presencia de M-p-CD realizado en DCI 0,1 M

(CyD).

La Figura 57 muestra el espectro de masas en modo negativo, del sistema
ABZ:M-B-CD disuelto en una solucion de &cido formico. La presencia de multiples
picos para cada especie ionica se debid a la sustitucion al azar del anillo de B-CD. Los
iones con una relacion m/z de 1291,5; 1305,5; 1319,5; 1333,5; 1347,6; 1361,6; 1375,6 y
1389,6 corresponden a la M-B-CD sustituida con 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 grupos
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metilo, respectivamente. Los picos méas intensos para cada GS corresponden a aductos
formados con CH3COOH. El GS promedio para la M-B-CD fue del 12,2 por molécula

de CD calculado en funcién de su razon de abundancia (ecuacién [30]).
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ABZ:M-B-CD obtenido mediante SA, disuelto en una solucion de &cido formico (A).

Ampliacion de las regiones del espectro de MS correspondientes a la M-B-CD (B) y a

ABZ:M-B-CD (C). Los numeros de sustituyentes por molécula de CD, se encuentran

escritos entre paréntesis arriba de cada valor de masa.

Los iones que presentaron valores de m/z entre 1511,5 y 1608,7 correspondieron

al complejo ABZ:M-B-CD en una relacion molar 1:1. Los valores comprendidos en

125



dicho rango presentaron una distribucion normal (Figura 57), esto se debié a la
formacion del complejo con la M-B-CD sustituida aleatoriamente que presenta
distribucion normal. No se detectaron picos por encima de una relacion m/z de 1608,7,
indicando de este modo la formacion de complejos ABZ:M-B-CD con una relacion

molar 1:1 y no en otras relaciones molares.

4.3.2.1.7.2 Sistema albendazol:hidroxipropil-g-ciclodextrina

Se realizaron los espectros de ROESY 2D para el sistema ABZ:HP-B-CD disuelto
en DCI 0,1 M, con el objetivo de obtener informacién sobre la relacion entre ambas
moléculas. Como se menciond en la seccidn anterior, en estos espectros la presencia de

sefiales de correlacion entre los protones son indicativas de contactos espaciales dentro
de5 A%

Para obtener informacion vélida sobre el modo de inclusion del ABZ en la
cavidad HP-B-CD, es preciso realizar una correcta asignacion de las sefiales en los
espectros de *H de RMN. En la Figura 58 A y B, se presenta el etiquetado de todas las
sefiales en los espectros de RMN de 'H de ABZ y HP-B-CD. La asinacién de estos
espectros, se realizd mediante el analisis de la informacion obtenida a partir de los
espectros de *H-'H COSY, *H-*C HSQC y *H-"*C HMBC.

En el espectro de 'H de RMN realizado para la HP-B-CD pueden observarse
varios picos anchos sin resolver y un gran solapamiento de las sefiales, dificultando la
interpretacion de las relaciones entre los protones. Se puede observar que las sefiales de
H5 se encuentran solapadas con los protones a’ de los sustituyendes de la HP-B-CD. Por
otro lado, también se encuentran superpuestas en estos espectros de 'H, las sefiales
correspondientes a los protones b’ del sustituyente, los protones d del ABZ y los H3’ de
la CD (Figura 58).

La Figura 58 (C y D) muestra el espectro de ROESY 2D parcial del complejo de
inclusion ABZ:HP-B-CD. En este espectro se observan sefiales de correlacion entre los
protones del anillo aromatico (Figura 58, A: e, fy g) y los protones de la HP-B-CD.

Estos datos sugieren que las interacciones del anillo tendrian lugar en la cavidad de CD.
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Figura 58. Estructura y etiquetado del ABZ (A). Estructura y etiquetado de la HP-B-CD
(B). Espectro ROESY parcial de ABZ en presencia de HP-B-CD realizado en DCI 0,1
M (Cy D).
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Ademas, se evidenciaron picos de correlacion entre los protones de a, b y ¢ del
ABZ y los protones internos de la HP-B-CD, indicando que esta region de la mdlecula
del ABZ también se encontraria incluida en el interior de la cavidad de la CD. Se
observo ademas una sefial de correlacion entre los protones a del ABZ y los protones
H3’ o los protones b’ del sustituyente, no pudo establecerse con qué protones se
produjo la correlacion debido al solapamiento de las sefiales discutido anteriormente.

4.3.2.1.7.3 Sistema albendazol:#-ciclodextrina

La muestra ABZ:B-CD obtenida por SA, se disolvié en una una solucion de DCI
0,1 M en D0, para recrear el fluido gastrico y evaluar las interacciones entre el ABZ y
la B-CD en este medio, mediante espectroscopia de RMN. Para ello, se realizd un
espectro de ROESY, en el que no se observaron sefiales de correlacién entre los
protones de ambas moléculas estudiadas. Aunque la ausencia de sefiales en un espectro
de ROESY, no nos permite establecer que no existen interacciones en solucion entre
ambas moléculas, si podemos postular que la intesidad de la interaccion podria ser
diferente a la observada en los sistemas ABZ:M-B-CD y ABZ:HP-B-CD, donde se
manifestd una clara correlacién entre algunos protones del ABZ y estas CDs. Ademas,
podria suceder que las interacciones entre el ABZ y la B-CD fueran demasiado débiles
para poder ser detectadas por el método empleado. Es decir, el valor bajo de Ks
observado en los diagramas de solubilidad de fase realizados, podria justificar este
hecho, de modo que si la afinidad entre las moleculas estudiadas es baja, la frecuencia
de encuentro entre ambas también es baja, encontrandose en forma de complejo a una

concentracion demasiado baja.

4.3.2.2 Caracterizacion fisicoquimica v estructural del sistema

albendazol:citrato--ciclodextrina

4.3.2.2.1 Determinacion del rendimiento y el titulo

La técnica de SA realizada en las condiciones descriptas en la seccion 3.2.4.2, nos
permitié obtener el producto con un R del 77 % y un titulo de ABZ del 17,0 % (p/p) de

complejo ABZ:C-B-CD. EI valor del titulo estuvo relacionado con los pesos
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moleculares de ambos compuestos y la relacion estequiométrica que en el caso de este

complejo fue equimolar.

4.3.2.2.2 Estudios de solubilidad aparente

Las concentraciones de ABZ alcanzada para los sistemas ABZ:C-B-CD obtenidos
por SA 'y MF luego de 72 h de agitacion, fueron de 0,799 y 0,172 mg/mL,
respectivamente (Tabla XVI). En la Tabla X1V, puede observarse que la solubilidad del
ABZ alcanzada con los sistemas formulados por MF con B-CD, la M-B-CD vy la HP-p-
CD, fue unas diez veces menor que la solubilidad lograda con sistema formulado por el
mismo método con el C-B-CD. Estos resultados evidencian la mayor eficiencia de este
transportador para incrementar la solubilidad del ABZ, respecto de las CDs obtenidas

comercialmente.

4.3.2.2.3 Estudios de velocidad de disolucion

En la Figura 59, se observan los perfiles de disolucién de los sistemas ABZ:C-f-
CD preparados por SA y MF. Ambos sistemas mostraron un notorio incremento en la
velocidad de disolucion y en la ED con respecto al ABZ sin transportador (Tablas XV 'y
XVI). Sin embargo, el porcentaje de IFA disuelto fue menor en el caso del sistema
obtenido por MF. Se realizaron ademas los perfiles de disolucién de los sistemas
ABZ:B-CD obtenidos por SA y MF, presentando ambos sistemas una liberacion mas
lenta que el sistema ABZ:C-B-CD MF.

En el caso particular del sistema ABZ:3-CD formulado por SA los porcentajes de
IFA disuelto a partir de los 180 min fueron comparables a los obtenidos a partir del
sistema ABZ:C-B-CD obtenido por MF. Sin embargo, desde el comienzo del ensayo
hasta los 180 min se observé una diferencia significativa entre ambos perfiles. Por otro
lado, debe destacarse que con el sistema ABZ:C-B-CD SA se consiguié una completa

disolucion del farmaco transcurridos 20 min del ensayo de disolucion.
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Los sistemas formulados con C-B-CD facilitaron en mayor medida la
solubilizacion del ABZ respecto de aquellos que se formularon con B-CD sin sustituir,

siendo esperados estos resultados por el elevado valor de K; obtenido para la C-p-CD.
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Figura 59. Perfiles de disolucién en HCI 0,1 M a 37 °C, del ABZ sin transportador y
del ABZ incluido en los sistemas ABZ:3-CD MF, ABZ:C-3-CD MF, ABZ:B-CD SA 'y
ABZ:C-B-CD SA.

Tabla XVI. Valores de solubilidad aparente en agua a 25 °C y parametros de disolucién
(Q30 (%), Qeo (%) y ED (%)) del ABZ, obtenidos para los sistemas ABZ:C-B-CD
formulados por SA 'y MF.

Sistema Método de Solubilidad Q20 (%) Qoo (%) ED (%)
obtencion (mg/mL)
MF 0,172 +0,004 49,0+22 570+32 606+22
ABZ:C-B-CD
SA 0,799 £0,009 975+21 968+13 950%1,7
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4.3.2.2.4 Calorimetria diferencial de barrido

La CDB aporta informacion sobre las interacciones en estado sélido entre el
farmaco y la CD. En las curvas de CDB realizadas para el ABZ y el sistema ABZ:C-p-
CD obtenido por MF (Figura 60 A y C) se observa un pico endotérmico agudo a 196,84
°C correspondiente a la fusion del ABZ, indicando que no se ha formado el complejo de
inclusién (en estado sélido) por MF.*®* En el termograma del sistema ABZ:C-B-CD
obtenido por SA (Figura 60 D) se observa que el pico endotérmico de fusion del ABZ,
redujo notoriamente su amplitud con respecto a la MF, su presencia indicaria que una

proporcién de IFA no se encontraria formando parte del complejo en estado s6lido.*®®

D
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I T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura (°C)

Figura 60. Termograma de CDB de ABZ (A), C-B-CD (B) y los sistemas ABZ:C-B-CD
obtenidos por MF (C) y SA (D).

4.3.2.2.5 Difraccion de rayos X

Como se mencion0 en la seccion 1.2.1.2, la sustitucion aleatoria de la p-CD

produce materiales amorfos,’® esto pudo corroborarse en los patrones de DRX de la C-
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B-CD (Figura 61), donde no hubo evidencia de picos agudos y definidos, que

caracterizan a los compuestos con estructura cristalina.
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Figura 61. Difractograma del ABZ (A), C-B-CD (B) y los sistemas ABZ:C--CD
preparados por MF (C) y SA (D).

El ABZ se encuentra en forma cristalina como lo demuestran los picos intensos y
agudos a 20 11,51; 17,85; 22,09 y 24,54 que pueden observarse en su patron de DRX
(Figura 61).

En el sistema ABZ:C-B-CD MF pudieron observarse las sefiales caracteristicas del
ABZ, indicando que no se produce la formacion del complejo de inclusion por MF
(resultado que concuerda con el obtenido por CDB). EI método SA produjo un material
parcialmente amorfo, ya que en el difractograma del sistema ABZ:C-B-CD obtenido por
dicho método, se distinguieron sélo dos de las sefiales caracteristicas del ABZ a 20
17,85 y 24,54. Si bien estas sefiales presentaron una menor intensidad que las
observadas en el difractograma del sistema ABZ:C-B-CD obtenido por MF, su presencia
nos indicaria que una proporcion de IFA no se encontraria formando parte del complejo

en estado solido.
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4.3.2.2.6 Espectroscopia de infrarrojo

Se realizaron los espectros de FT-IR del ABZ, la C-B-CD vy los sistemas ABZ:C-
[-CD preparados por SA 'y MF (Figura 62).
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Figura 62. Espectros de FT-IR del ABZ (A), C-B-CD (B) y los sistemas ABZ:C-B-CD
preparados por MF (C) y SA (D).
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El espectro del ABZ (Figura 62 A) presentd las bandas de transmitancia
caracteristicas a: 3332 cm™ (vibraciones de tensién de los enlaces N-H); 2954 y 2927
cm™ (vibraciones de tensién correspondientes a los grupos CHs/CH,); 2661
(vibraciones de tensién de los enlaces C-H); 1712 cm™ (banda amida); 1632 cm™
(vibraciones de tension de los anillos aromaticos); 1589 cm™ (vibraciones de tensién de

los enlaces C-N arométicos) y 1523 cm™ (banda amida).'®

En el espectro de FT-IR de la C-p-CD (Figura 62 B) se observa una sefial a 1732
cm™, correspondiente al éster formado entre el grupo carboxilo del 4cido citrico y los
alcoholes libres de la B-CD (esta sefial no se observo en el espectro de la B-CD). Esta
banda también se present6 en los espectros realizados para los sistemas ABZ:C-B-CD
preparados por ambos métodos, en los cuales también se visualizd una banda

correspondiente al carbonilo del ABZ a 1634 cm™.

Cabe destacar, que en el espectro del ABZ:C-3-CD MF (Figura 62 C) pueden
distinguirse los picos correspondientes a la huella dactilar del ABZ, y esto no es posible
de apreciar en el espectro de ABZ:C-B-CD SA (Figura 62 D). De esta manera los
espectros de IR, nos dan una confirmacion de la formacion del C-B-CD y del complejo
mediante SA.

4.3.2.2.7 Microscopia electrdonica de barrido

En la Figura 63 se observan las micrografias obtenidas para el ABZ, el C-B-CD y
para los sistemas ABZ:C-B-CD obtenidos por SA y MF. En estas imagenes, se pudo
observar que el ABZ (Figura 63 A) se presentd en forma de particulas irregulares de un
tamarfio superior a los 10 um. Por otro lado, en las micrografias del C-p-CD (Figura 63
B) se visualizaron particulas fragmentadas de superfie porosa y de tamafio variable. En
la micrografia correspondiente al sistema ABZ:C-B-CD obtenido por MF (Figura 63 C)
se observo que tanto el ABZ como el C-B-CD, mantuvieron la estructura y tamafio de
partida, evidenciando la simple mezcla de los mismos. Contrariamente, en las
micrografia del sistema ABZ:C-B-CD preparado por SA (Figura 63 D) se visualizo la
formacion de una nueva estructura formada entre el ABZ y el C--CD, consistente en
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particulas con forma predominantemente esférica y un tamafio que oscila entre los 1-10

um.

Figura 63. Micrografias obtenidas por MEB (2000X) del ABZ (A), C-B-CD (B) y los
sistemas ABZ:C-B-CD obtenidos por MF (C) y SA (D).

4.3.2.2.8 Espectrometria de masas

La ESI es una técnica de ionizacién relativamente suave, empleada en el analisis
de biomoléculas, siendo muy efectiva en la determinacién de la asociacion molecular en
uniones no covalentes.'®’ La habilidad de ESI de mantener la estructura no covalente de
una biomolécula en la transicion del estado liquido a la fase gaseosa, provee la
posibilidad de estudiar la formacion de complejos de inclusion entre CDs y diferentes

moléculas organicas.'®®

Previo al analisis del complejo, se realizaron los anélisis de C-p-CD (Figura 35) y
del ABZ (no se presenta este espectro) con los fines de confirmar los pesos moleculares
de ambos compuestos. Se realizaron luego los analisis del complejo en modo de
ionizacion positivo y negativo, detectdndose solo en modo positivo un ién que se
atribuye a dicho complejo como (M+H™). Los resultados de este analisis revelaron que
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el complejo entre el ABZ y la C-B-CD se presenta en una relacion molar 1:1, debido a la
presencia de un ién molecular con una relacion m/z de 1574,4814 (Complejo 1:1+H™).

Posteriormente se realizd el andlisis de MS-MS del i6n molecular antes
mencionado (Figura 64), que nos aportd evidencia adicional de la formacion del
complejo, ya que los principales fragmentos observados corresponden al complejo
ABZ:.C-B-CD (1574,4814), a la C-B-CD (1331,3643), a la B-CD producto de
fragmentacion del éster (1157,3503) y al ABZ (266,0911).

ABZ + H' ABZ:C-B-CD + H'
266.0911 1574.4650

. 1500

T C-p-CD + Na'

[72]

¢ 1000 B-CD + Na® 1331.3643

£ 1157.3503

500 |
0Llon Jnh"lul‘ Li, ‘J.l.a .IMLLM.A'.L... st i
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m/z

Figura 64. Espectro de MS-MS del i6n molecular con relacién m/z 1574,4814.

4.3.2.2.9 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear en solucion

Para realizar los espectros de RMN se disolvié la muestra en medio acido, a fines
de recrear la interaccién que existe al disolver el complejo ABZ:C-B-CD a pH
estomacal. Por cuestiones de sensibilidad instrumental no pudieron obtenerse los
espectros de *H y **C del ABZ en medio acuoso, ni tampoco en medio &cido. Por lo
tanto, todos ensayos correspondientes al ABZ se realizaron en combinacién con la C--
CD que nos permitié alcanzar la concentracion requerida. Al no contar con un espectro
del ABZ no pudieron realizarse célculos de diferencia de desplazamiento quimico por
formacion del complejo. Se realizo la asignacion de las sefiales del ABZ y la C-B-CD
observadas en el espectro de RMN *H obtenido para el complejo ABZ:C-p-CD (Figura
65 Ay B), empleando la informacién obtenida en los experimentos de **C, *H-*C
HSQC y *H-**C HMBC.
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Figura 65. Estructura y etiquetado del ABZ (A). Estructura y etiquetado del C-B-CD
(B). Espectro ROESY parcial de ABZ en presencia de C-B-CD en DCI 0,1 M (C y D).
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La proximidad en el espacio entre los nucleos de la molécula huésped y la CD
puede ser monitoreada mediante los efectos intermoleculares Overhauser, medidos a
través de un experimento ROESY. La cercania de los nucleos se determind por la
aparicion de una sefial en la interseccion de las sefiales de proton en el espectro en dos

dimensiones antes mencionado (sefiales de correlacion).

En los espectros de ROESY en 2D puede observarse sefiales correspondientes a
los protones internos de la C-B-CD que presentan sefiales de correlacion con los
protones aromaticos e, f y g (Figura 65) con desplazamientos a 7,24; 7,37 y 7,40 ppm
(Figura 65). Ademas, se observa proximidad de los protones internos de la C-B-CD con
los protones b (6 1,40 ppm) y ¢ (6 2,79 ppm) correspondientes a la cola del ABZ
(Figura 65). Por otro lado, también se observan sefiales de correlacion entre los protones
de la cola del ABZ (Figura 65 C) con los protones aromaticos de dicha molécula (Figura
65 D).

De acuerdo a los resultados obtenidos, puede postularse que las regiones del ABZ
que se encuentran en el interior la C-B-CD, son el anillo aromatico y la cola. Con
respecto a la conformacion del ABZ en el interior del anillo, puede inferirse que existe

proximidad entre la cola y el anillo aromatico del mismo.

4.3.2.3 Caracterizacion fisicoquimica v estructural del sistema

albendazol:succinil-f-ciclodextrina

4.3.2.3.1 Determinacion del rendimiento y el titulo

La técnica de SA realizada en las condiciones descriptas en la seccion 3.2.4.2, nos
permitié obtener el complejo ABZ:S-B-CD con un R del 84 % y un titulo de ABZ del
16,0 % (p/p). El valor del titulo se encontré relacionado con los pesos moleculares de
ambos compuestos y la relacion estequiométrica que en el caso de este complejo fue

equimolar.
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4.3.2.3.2 Estudios de solubilidad aparente

El ABZ incluido en el sistema ABZ:S-B-CD obtenido por SA, presentd una
solubilidad aparente en agua (25 °C) de 0,224 mg/mL, mientras que para el mismo
sistema obtenido por MF la solubilidad fue de 0,066 mg/mL (Tabla XVII). La
solubilidad del ABZ alcanzada con el sistema ABZ:S-B-CD obtenido por MF fue
superior a la obtenida empleando B-CD (Tabla XIV). Por otro lado, la solubilidad del
ABZ alcanzada por el sistema ABZ:S-B-CD formulado por SA fue al menos tres veces
mas alta, que la obtenida para los sistemas ABZ:3-CD, ABZ:M-B-CD y ABZ:HP-3-CD

preparados por el mismo método (Tabla XIV).

4.3.2.3.3 Estudios de velocidad de disolucion

Los sistemas ABZ:S-B-CD preparados por SA y MF mostraron un incremento en
la ED con respecto al ABZ (Tabla XV, Tabla XVII y Figura 66). Se realiz6 ademas la
comparacion con los perfiles de disolucion de los sistemas ABZ:B-CD obtenidos por SA
y MF, presentando ambos una ED del ABZ menor que la obtenida para el sistema
ABZ:S-B-CD formulado por SA. Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre la ED calculada para el el sistema ABZ:S-B-CD obtenido por MF y
para el sistema ABZ:B-CD obtenido por SA.

Es preciso destacar que la ED calculada para el sistema ABZ:S-B-CD obtenido
por SA supero a la del ABZ en un 87 % (Tablas XV y XVII), y fue al menos un 35 %

superior que para cualquiera de los demas sistemas presentados en la Figura 66.

Tabla XVII. Valores de solubilidad aparente en agua a 25 °C y parametros de
disolucion (Qso (%), Qeo (%) y ED (%)) del ABZ, obtenidos para los sistemas ABZ:S-p-
CD formulados por SA 'y MF.

Método de Solubilidad

Sistema Q30 (%) Qeo (%) ED (%)

obtencién (mg/mL)
MF 0,066 £0,006 252+22 443+32 61,1+11
ABZ:S-B-CD
SA 0,224+0,002 918+04 955+19 96,2+08
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Figura 66. Perfiles de disolucién en HCI 0,1 M a 37 °C del ABZ sin transportador y del
ABZ incluido en los sistemas ABZ:3-CD MF, ABZ:S-3-CD MF, ABZ:3-CD SA y
ABZ:S-B-CD SA.

4.3.2.3.4 Calorimetria diferencial de Barrido

Los termogramas de CDB para el ABZ, S-B-CD vy los sistemas ABZ:S-B-CD
preparados por MF y SA, se realizaron para evaluar cambios en el pico de fusion del
ABZ cuando este IFA se encontraba en combinacion con el S-B-CD vy la influencia del
método de preparacion. En la Figura 67 A, se observa el pico de fusion caracteristico
del ABZ a 196,84 °C. Este mismo pico endotérmico de fusion, se presentd en los
termogramas realizados para los sistemas ABZ:S-p-CD preparados por MF y SA, solo
que en el dltimo caso la intensidad fue menor. Esto dltimo, podria indicar que en el
sistema ABZ:S-B-CD obtenido por SA, una proporcion del IFA se encontraria formando

parte del complejo de inclusion en estado sélido.
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Figura 67. Termograma de CDB de ABZ (A), S-B-CD (B) y los sistemas ABZ:S-3-CD
obtenidos por MF (C) y SA (D).

4.3.2.3.5 Difraccion de rayos X

El ABZ se encontrd en forma cristalina como lo demostraron los picos intensos y
agudos a 260 11,51; 17,85; 22,09 y 24,54 que pueden observarse en su patrén de DRX
(Figura 68 A).
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Figura 68. Difractograma del ABZ (A), S-B-CD (B) y los sistemas ABZ:S-B-CD
preparados por MF (C) y SA (D).
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Por otro lado, los picos anchos y poco definidos que se observaron en el
difractograma del S-p-CD indicaron que este compuesto se encontro en estado amorfo.
Los patrones de DRX del sistema ABZ:S-B-CD obtenido por MF, mostraron los picos
caracteristicos del ABZ (26 11,51; 17,85; 22,09 y 24,54), con una menor intensidad que
en el difractograma del ABZ, lo que podria deberse al efecto de dilucién por la

presencia del S-p-CD.

Los patrones de DRX del sistema obtenido por SA mostraron sélo dos picos
débiles del IFA a 20 17,85y 24,54, con menor intensidad que en el sistema obtenido por
MF. Sin embargo, su presencia nos indicaria que una proporcién de IFA no se

encontraria formando parte del complejo de inclusion en estado sélido.

4.3.2.3.6 Espectroscopia de infrarrojo

En la Figura 69 se presentan los espectros de FT-IR del ABZ, del S-B-CD vy los
sistemas ABZ:S-B-CD obtenidos mediante SA y MF. Las bandas de absorcién
correspondientes al ABZ en el espectro de FT-IR fueron discutidas en la seccion
4.3.2.2.6, de modo que solo se discutirdn en esta seccion las sefiales correspondientes al
ABZ presentes en los espectros registrados para los sistemas ABZ:S-B-CD obtenidos
por MF y SA.

Los picos principales en el espectro del S-B-CD fueron: un pico ancho a 3414 cm™
(vibraciones de tension de los enlaces O-H), un pico a 2927 cm™ (vibraciones de tensién
de C-H) y otro a 1734 cm™ que corresponde a un grupo ester (el cual se formé en la
reaccion quimica entre el grupo carboxilico del acido succinico y los grupos hidroxilos
de la B-CD).

El espectro del sistema ABZ:S-B-CD obtenido mediante MF exhibid claramente
los picos correspondientes al ABZ y a la S-B-CD y no se observaron corrimientos. En el
espectro del sistema ABZ:S-B-CD preparado por SA se detectaron solo algunos de los
picos correspondientes al ABZ (como por ejemplo el pico a 1632 cm™ debido al grupo
carbonilo). Estos hechos indicarian que en este sistema, el ABZ se podria encontrarse
incluido en la cavidad del S-B-CD.
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Figura 69. Espectros de FT-IR del ABZ (A), S-B-CD (B) y los sistemas ABZ:S-B-CD
preparados por MF (C) y SA (D).

4.3.2.3.7 Microscopia electronica de barrido

En la Figura 70 se observan las micrografias del ABZ, del S-B-CD y los sistemas
ABZ:S-B-CD obtenidos por SA 'y MF. En las mismas, el ABZ (Figura 70 A) se presento

en forma de particulas irregulares de un tamafio de entre 5y 20 um, mientras que el S-f3-
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CD (Figura 70 B) consistié en una mezcla de particulas de superfie lisa de diferentes
tamarios (10-300 um).

Figura 70. Micrografias obtenidas por MEB (2000X) del ABZ (A), S-B-CD (B) y los
sistemas ABZ:S-B-CD obtenidos por MF (C) y SA (D).

En la micrografia correspondiente al sistema obtenido por MF (Figura 70 C) se
pudo observar que tanto el ABZ como el S-B-CD, mantuvieron su morfologia y tamafio
original. Por otro lado, al observar el sistema ABZ:S-p-CD preparado por SA (Figura 70
D) resulto imposible distinguir particulas de S-B-CD o de ABZ, mostrando una nueva
estructura formada entre el ABZ y el S-B-CD, que podria corresponderse con la

formacion de un complejo de inclusion entre ambos compuestos.

4.3.2.3.8 Espectrometria de masas

Las abundancias relativas y las estequiometrias del complejo de inclusion ABZ:S-
B-CD formado mediante SA fueron determinadas mediante MS. Los iones moleculares
con una relacién de m/z de 748,8; 798,8; 848,8 y 898,7 correspondieron a species
doblemente cargadas que pueden atribuirse a complejos formados en una relacién
equimolar entre moléculas de ABZ y moléculas de S-p-CD con diferentes GSs (1-4
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sustituyentes). Estos resultados fueron confirmados, mediante el anélisis MS-MS de los

picos antes mencionados, obteniendo fragmentos realacionados al ABZ y al S-B-CD.

Por otro lado, no se observaron sefiales con una relacion m/z que pudiera
relacionarse con complejos formados en otra relacion estequiométrica, de modo que
estos resultados se encuentran en concordancia con los obtenidos en los diagramas de

solubilidad de fase realizados.

4.3.2.3.9 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear en solucion

El ROESY, es un experimento de RMN en 2D que provee informacion sobre las
interacciones espaciales entre protones inter e intramoleculares, permitiendo establecer
posibles formas de interaccion entre dos moleculas. En esta técnica, la observacion de
una sefial de correlacion indica que la distancia entre los protones involucrados es de

alrededor de 0,4 nm.*®°

En la Figura 71 se presentan el espectro de ROESY realizado para el sistema
ABZ:S-B-CD vy las etiquetas de los protones del ABZ y de la S-B-CD. En los mismos
pudo apreciarse que las sefiales de correlacion entre los protones internos de la S-p-CD
y los protones f del ABZ fueron més intensas que las sefiales observadas con los
protones e y también se observo la ausencia de correlacidén con los protones g. Estos
datos, podrian sugerir que el anillo aromatico ABZ podria encontrarse parcialmente
incluido en la cavidad del S-B-CD.

Adicionalmente, se observaron sefiales de correlacion entre los protones “a” del
ABZ y los protones a-a’ del grupo succinilo, indicando que esta regién del IFA podria

encontrarse del lado més estrecho de la apertura del S-p-CD.

Ademas, los protones a-o’ presentaron sefiales de correlacion en la regién
correspondiente a los H3, H5 y H6, sugiriendo de este modo que el grupo succinilo

pordria encontrarse préximo a otras subunidades de glucopiranosa sin sustituir.

De acuerdo al analisis de los espectros de ROESY, se postuld que las regiones del

ABZ (Figura 71 A) que se encontrarian en el interior del anillo de la S-B-CD, serian el
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anillo aromatico (protones e, fy g) y la cola (protones a, b y c). Ademas, los protones
aromaticos y los de la cola del ABZ presentaron sefiales de correlaciéon (Figura 71 D),

indicando una posible interaccion entre estas regiones.
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Figura 71. Estructura y etiquetado del ABZ (A). Estructura y etiquetado de la S-B-CD
(B). Espectro ROESY parcial de ABZ en presencia de S--CD en DCI 0,1 M (C y D).
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4.3.2.4 Caracterizacion fisicoquimica v estructural del sistema

albendazol:itaconil-B-ciclodextrina

4.3.2.4.1 Determinacion del rendimiento y el titulo

La técnica de SA realizada en las condiciones descriptas en la seccion 3.2.4.2, nos
permitié obtener el complejo ABZ:1-B-CD con un R del 80 % y un titulo de ABZ del
17,2 % (p/p). Este titulo se encontré en concordancia con las relaciones molares entre

ambos compuestos (1:1) y sus pesos moleculares.

4.3.2.4.2 Estudios de solubilidad aparente

La concentracion de ABZ alcanzada para el sistema ABZ:I-3-CD obtenido por
MF fue de 0,088 mg/mL, mientras que para el mismo sistema preparado por SA la
concentracion de ABZ fue de 0,344 mg/mL (Tabla XVIII). Estos resultados indican que
la eficiencia de este derivado de B-CD como agente solubilizante es superior a la de la
B-CD, HP-B-CD, M-B-CD y S-pB-CD (Tabla XIV,Tabla XVIl y Tabla XVIII).

4.3.2.4.3 Estudios de velocidad de disolucion

En la Figura 72, pueden observarse los perfiles de disolucion realizados para los
sistemas ABZ:I-B-CD obtenidos por SA y MF, presentandose también los sistemas
analogos formulados con B-CD y el ABZ sin incluir con el préposito de evaluar la
eficiencia del 1-B-CD como transportador. En el perfil de disolucion del sistema ABZ:1-
B-CD obtenido por SA, pudo visualizarse que el porcentaje maximo de ABZ disuelto se
alcanzé a los 15 min de iniciado el ensayo. La ED calculada para este sistema (Tabla
XVII1), fue menor que la obtenida para los sistemas analogos formulados con M-B-CD,
S-B-CD y C-B-CD, aunque resulté mayor a la obtenida para los sistemas formulados con
B-CD y HP-B-CD preparados por el mismo método.

Por otro lado, aunque el sistema ABZ:1-B-CD obtenido por MF mostré una
diferencia estadisticamente significativa en la ED del ABZ respecto del sistema analogo
formulado con B-CD, la misma fue menor que para el resto de los sistemas formulados

por MF. Este resultado, no se encontr6 en concordancia con los valores de K; obtenidos
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para las CDs antes mencionadas en presencia de ABZ (Tabla XIlI), donde la 1-B-CD
presento el segundo valor mas alto de K;. Este valor mas bajo de lo esperado de ED para
los sistemas formulados con I-B-CD, podrian deberse a una menor velocidad en la
solubilizacion del ABZ, ya que las concetranciones de ABZ obtenidas en los estudios de

solubilidad fueron concordantes con los resultados de Ks calculados en la seccién 4.3.1.
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Figura 72. Perfiles de disolucion en HCI 0,1 M a 37 °C, del ABZ sin transportador y
del ABZ incluido en los sistemas ABZ:3-CD MF, ABZ:I-3-CD MF, ABZ:3-CD SA y
ABZ:1-B-CD SA.

Tabla XVIII. Valores de solubilidad aparente en agua a 25 °C y parametros de
disolucion (Qso (%), Qso (%) y ED (%)) del ABZ, obtenidos para los sistemas ABZ:1--
CD formulados por SA y MF.

Sistema Método de Solubilidad Q3o (%) Qeo (%) ED (%)
obtencién (mg/mL)
MF 0,088 +0,003 130+0,12 189+0,81 234+1,32
ABZ:1-B-CD
SA 0,344 +0,002 883+1,11 884+033 86,5+0,37
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4.3.2.4.4 Calorimetria diferencial de barrido

Los termogramas de CDB para el ABZ, la I--CD vy los sistemas ABZ:1-3-CD
preparados por MF y SA (Figura 73), se realizaron para evaluar si se producian cambios
en el pico de fusion del ABZ cuando este IFA se encontraba en combinacion con el I--
CD vy la influencia del método de preparacion.

En la Figura 73 A, se observo el pico de fusion caracteristico del ABZ a 196,84
°C. El pico endotérmico de fusion del ABZ, también se presentd en el termograma

realizado para el sistema ABZ:1-B-CD preparado por MF.
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Figura 73. Termograma CDB de ABZ (A), I--CD (B) y los sistemas ABZ:I-B-CD
obtenidos por MF (C) y SA (D).

4.3.2.4.5 Difraccion de rayos X

En la Figura 74, se muestra el difractograma del ABZ donde pueden observarse
picos intensos y agudos a 26 11,51; 17,85; 22,09 y 24,54, indicando que este compuesto
se encuentra en estado cristalino. Por otro lado, los picos anchos presentes en el
difractograma del 1-B-CD, indicaron que este compuesto se encontro en estado amorfo.
El patron de DRX del sistema ABZ:I-B-CD obtenido por MF, exhibid los picos
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caracteristicos del ABZ (26 11,51; 17,85; 22,09 y 24,54), ademas de los observados en
el patron de DRX del I-B-CD. Contrariamente, en el difractograma realizado para el
sistema ABZ:1-B-CD obtenido por SA, se observaron solo las sefiales a 20 17,85 y 24,54
correspondientes al ABZ, con una menor intensidad que en el difractograma del ABZ:I-
B-CD obtenido por MF. Estos resultados evidenciarian un cambio en la estructura al

estado solido del complejo formulado respecto de los materiales de partida.

o~

/\—»)\AJ\‘“'\—*«\C
S S~ 5

b,

0 10 20 30 40 50
26 (grados)

Figura 74. Difractograma del ABZ (A), I-B-CD (B) y los sistemas ABZ:1-B-CD
preparados por MF (C) y SA (D).

4.3.2.4.6 Espectroscopia de infrarrojo

Las bandas de absorcion producidas por el ABZ en el espectro de FT-IR fueron
mencionadas en la seccion 4.3.2.2.6, por lo tanto s6lo se discutiran en esta seccion las
sefiales correspondientes al ABZ presentes en los espectros registrados para los sistemas
ABZ:1-3-CD obtenidos por MF y SA.

El espectro de FT-IR del 1-B-CD (Figura 75 B), presentd bandas anchas con un
pico de transmitancia a 3385 cm® correpondientes a las vibraciones de tension
simétricas y asimétricas correspondientes a los grupos —OH, y otra banda que se
visualiza a 2929 cm™ relacionada con las vibraciones de tensién de los enlaces C—H.

Los picos de transmitancia a 1157 cm * y 1028 cm * se debieron a las vibraciones de
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tesion asimétricas y simetricas correspondientes a los enlaces C-O-C. Por otro lado, el
pico a 1734 cm™, evidenci6 el enlace éster formado entre los grupos carboxilico del

acido itaconico y los hidroxilos de la -CD.
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Figura 75. Espectros de FT-IR del ABZ (A), I-B-CD (B) y los sistemas ABZ:1-3-CD
preparados por MF (C) y SA (D).
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En los espectros de FT-IR realizados para los sistemas ABZ:1-B-CD obtenidos por
MF y SA, se observaron ademas de las bandas de absorcidn correspondientes al 1-3-CD,
bandas originadas por el ABZ presente en estas muestras. No hay diferencias notorias
entre ambos espectros, excepto por las bandas de absorcién a 3332 cm™ (que se
encontré superpuesta con la originada por los grupos OH de la CD) y a 2954 cm™
correspondientes al ABZ, observadas solo en el espectro del sistema ABZ:l-B-CD
obtenido por MF. Estos resultados, indicarian una diferencia estructural producida por

el proceso de SA en el sistema ABZ:I-B-CD, respecto de sus materiales de partida.

4.3.2.4.7 Microscopia electronica de barrido

En la Figura 76 se presentan las micrografias del ABZ, del I-B-CD y los sistemas
ABZ:1-B-CD obtenidos por SA 'y MF.

Figura 76. Micrografias obtenidas por MEB (2000X) del ABZ (A), I-p-CD (B) y los
sistemas ABZ:1-p-CD obtenidos por MF (C) y SA (D).

En estas imagenes, se pudo observar que el ABZ (Figura 76 A) se presento en
forma de particulas irregulares de un tamafio superior a los 10 um. Por otro lado, en las

micrografias del 1--CD (Figura 76 B) se visualizaron particulas de forma esférica de
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superfie lisa y de tamafio variable, también se observaron fragmentos y particulas con
forma irregular. En la micrografia correspondiente al sistema ABZ:I-B-CD obtenido por
MF (Figura 76 C) se pudo visualizar que tanto el ABZ como el I-3-CD, mantuvieron la
estructura y tamafo de partida. Por otro lado, en la micrografia del sistema ABZ:I-B-CD
preparado por SA (Figura 76 D) se observo la presencia de particulas de forma
predominantemente esférica, es decir que estas iméagenes confimarian la formacion de

una nueva estructura en estado sélido entre el ABZ y el I-B-CD.

4.3.2.4.8 Espectrometria de masas

Las abundancias relativas y las estequiometrias del complejo de inclusion ABZ:1-
B-CD preparado por SA fueron determinadas mediante MS. En los espectros realizados
se observd un i6n molecular con una relacion m/z de 1512,5 que correspondié a
complejos formados en una relacion equimolar entre moléculas de ABZ y moléculas de
I-3-CD con unico sustituyente. Estos resultados fueron confirmados, mediante el
analisis de MS-MS del i6n mencionado, obteniendo fragmentos relacionados al ABZ y
al I-p-CD. Ademaés, no se observaron sefiales con una relacion m/z que pudiera
relacionarse con complejos formados con méleculas de I--CD con méas de un
sustituyente o en otra relacion estequiométrica que no fuera 1:1. Este Gltimo dato, se
encuentra en concordancia con los resultados obtenidos en los diagramas de solubilidad

fase realizados para el ABZ en presencia de 1-3-CD.

4.3.2.4.9 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear en solucion

En la Figura 77 puede observarse el espectro de ROESY registrado para el
sistema ABZ:1-B-CD vy las correspondientes asignanciones de las sefiales del espectro de
'H de RMN.

En el espectro de ROESY parcial (Figura 77 D), pudieron observarse sefiales de
correlacion entre los protones e, f y g pertenecientes al anillo aromatico del ABZ, con
los protones internos de I-p-CD (H3 y H5). Estos ultimos protones, también presentaron
sefiales de correlacion con los protones a, b y ¢ del ABZ, siendo la correlacion con los

protones b débil.
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El espectro de ROESY exhibié también, sefiales de correlacion entre los protones

del grupo propilo del ABZ (a, b y ¢) y los protones internos de 1-B-CD (H3 y H5).
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Figura 77. Estructura y etiquetado del ABZ (A), estructura y etiquetado de la I--CD
(B), espectro ROESY parcial de ABZ en presencia de I-p-CD en DCI 0,1 M (C y D).
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4.3.2.5 Caracterizacion estructural del sistema albendazol:hexil-3-

ciclodextrina

Se estudio la posible interaccion entre el ABZ y H-B-CD en un medio de baja
polaridad, mediante la realizacion de espectros de ROESY en CDCls. En la Figura 78 A

y B se presentan las asignaciones de las sefiales de los espectros de *H de RMN.
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Figura 78. Estructura y etiquetado del ABZ (A). Estructura y etiquetado de H-B-CD
(B). Espectro ROESY parcial de ABZ en presencia de H-3-CD en CDCl; (C).
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El espectro de ROESY parcial puede observarse en la Figura 78 C, en donde se
evidenciaron sefiales de correlacion entre los protones ¢* del ABZ con los protones e de
la cola hidrocarbonada de H-B-CD. Sin embargo, no se observaron correlaciones entre
los protones del ABZ vy los del anillo de la CD. Podriamos postular entonces, que en el
medio seleccionado para realizar el estudio el ABZ no se introduciria en la cavidad de la
H-B-CD e interaccionaria preferentemente con el solvente o bien con las regiones de la

cadena hidrocarbonada préximas al anillo de la CD mencionada.

Por otro lado, pueden observarse sefiales de correlacion entre los protones del
anillo de la CD y los protontes a, b, ¢, d y e de la cola hidrocarbonada de H-pB-CD. Estos
resultados indicarian la cercania de los protones de la cadena hidrocarbonada con los de
la B-CD en el medio en estudio. Teniendo en cuenta que la intensidad de las sefales de
correlacion es proporcional a la distancia entre los nucleos, puede observarse que los
protones a son los que se encuentran mas alejados a los protones del hidrato de carbono,

mientras que los protones e son los mas proximos.

4.3.2.6 Estudios de espectroscopia de resonancia magnética nuclear

en estado sodlido

La RMN de estado s6lido es una técnica no destructiva, que permite estudiar las
conformaciones y las interacciones quimicas en estado sélido. En solucion las
moléculas se mueven rapidamente, y las rotaciones alrededor de los enlaces simples es
rapida, de modo que ndcleos que son equivalentes en espectros realizados en solucién,
en espectros adquiridos en estado sélido pueden no serlo.!*® En un sélido los
movimientos rotacionales de las moléculas se encuentran restringidos. Asimismo en los
solidos que se encuentran en forma de polvo, cada cristal tiene su propia orientacion
angular y como resultado se obtienen sefiales anchas. Con el objeto de mejorar la
resolucion se aplica la técnica MAS. La CP es una técnica que permite incrementar la
sensibilidad para nicleos de baja abundacia isotdpica como el *3C, a través de la

transferencia de magnetizacion desde el *H (que presenta alta abundancia isotépica).

Se realizaron estudios de RMN de sélidos a los sistemas formados por ABZ y

CDs obtenidos mediante SA, con la finalidad de obtener evidencia de la potencial
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formacion de complejos de inclusion en estado sélido, utilizando esta técnica no

destructiva.

La Figura 79 presenta los espectros de *C CP/MAS obtenidos para p-CD, M-B-
CD, HP-B-CD y C-B-CD. Las sefales de resonancia observadas en los espectros de la f3-
CD fueron mas estrechas que en las demas CDs, esta observacion fue consistente con el

alto orden de corto alcance en la -CD.

A W .

180 160 140 120 100 80 60 40 20
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Figura 79. Espectros de **C CP/MAS obtenidos para $-CD (A), M-B-CD (B), HP-B-CD
(C) y C-B-CD (D).

Los espectros obtenidos para la f-CD fueron comparables a espectros reportados
en la bibliografia."®* En los mismos, puede observarse mas de una sefial para cada
carbono de la B-CD, debido a los angulos de torsion relacionados con diversas
orientaciones de grupos hidroxilo y a la variedad de angulos de torsion de los enlaces
glucosidicos entre los C1 y C4.'%? Los espectros registrados a partir de M-B-CD, HP-p-
CD y C-B-CD, mostraron sefiales anchas reflejando el estado amorfo de estos
compuestos. En la Tabla XIX se presentan los desplazamientos quimicos observados en
los espectros de **C CP/MAS obtenidos para f-CD, M-B-CD, HP-B-CD y C-B-CD.
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La Figura 80 muestra los espectros de *C CP/MAS del ABZ registrados a
diferentes tiempos de contacto. En la Tabla XX se presentan los desplazamientos
quimicos de las sefiales observadas en el espectro de *C CP/MAS del ABZ. En una
primera aproximacioén, puede advertirse que el espectro del ABZ corresponde a un
compuesto cristalino con mas de una molécula en la celda unidad, ya que pudo
asignarse mas de una sefial a un mismo tipo de carbono. Por ejemplo, se identificaron

tres sefiales de resonancia correspondientes al C12 (Figura 81 A).

Tabla X1X. Desplazamientos quimicos de *C CP/MAS obtenidos para para -CD, M-
B-CD, HP-B-CD y C-p-CD.

Carbono
CD Sustituyente
1 2,3,5 4 6
D 103,7-101,5 76,1-71,7 823-783  63,6-59,4 )
B (102,64)  (7217°  (8L6)}  (60,77)°
M-B-CD 101,8 71,9 83,0 59,4 -CHj: 59.4
-OCH,C(OH)CH,4
HP-B-CD 102,9 72,9 81,8 63,9 60,3" CHy: ~72
C: 66,9 CH: 19,3
-CO,C(CH,),(CO,H),0H
C-p-CD 102,9 72,9 81,9 62 CO: 168-183°

C: 64,1, CHy: 44,2°

% Reportado por Wullf y colaboradores, 2002
® Superpuestos
¢ sefiales anchas

La influencia de la duracion de la transferencia de magnetizacién de los *H a los
B3C (CP), en las intensidades de las sefiales de **C, fue evaluada para facilitar la
asignacion completa del espectro. La comparacion de las intensidades de los espectros
puede observarse en la Figura 80 A y B, en donde se puede apreciar que las sefiales mas
afectadas por el acortamiento del tiempo en la CP de 3 ms a 100 ps, fueron las de C1,
C2, C3, C4, C5 y C6. Estos resultados son esperables para carbonos cuaternarios, pero
no para el C6 ya que el H directamente unido al C favorece fuertemente la CP. Los
datos cristalograficos del ABZ permitirian explicar este resultado. Como se mencioné

en la seccion 1.3.1.1, la Forma | es la forma comercializada del ABZ y por lo tanto fue
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la empleada en este trabajo, pero la Unica forma descripta en la bibliografia es la Forma
I1. El tautdémero que mejor explicaria esta Ultima forma polimorfica es el ae (Figura 81).
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Figura 80. Espectros de **C CP/MAS obtenidos para el ABZ a diferentes tiempos de
contacto: 100 ms (A) y 3 ms (B).
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Figura 81. Algunas conformaciones posibles de los grupos unidos al anillo
benzimidazolico del ABZ. Las siguientes estructuras representan pares de tautomeros: a

ye, byf cyg, dyh. Laestructura ae es otro tautomero del para y e.
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Los datos de los espectros de RMN en estado sélido, sugieren que el grupo
propilo, se puede presentar en dos posiciones diferentes en la Forma I. Los datos
obtenidos en este analisis, indican también orden a corta distancia. No se ha podido
determinar con certeza si la Forma I, se puede decribir mejor mediante el tautdmero ae,

0 si se trata de una mezcla de los tautomeros a, e y ae.

En la Figura 82 pueden observarse los espectros de **C CP/MAS obtenidos para
los complejos: ABZ:3-CD, ABZ:M-B-CD, ABZ:HP-B-CD y ABZ:C-B-CD. Como se
sefial6 anteriormente los espectros del ABZ sin transportador presentan sefiales

estrechas caracteristicas de compuestos cristalinos.
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Figura 82. Espectros Completos de **C CP/MAS obtenidos para ABZ:B-CD (A),
ABZ:M-B-CD (B), ABZ:HP-B-CD (C) y ABZ:C-B-CD (D) (tiempo de contacto: 3ms).

Contrariamente, en los espectros de **C obtenidos para cada complejo ABZ:CD
las sefiales correspondientes al ABZ se presentaron ensanchadas, siendo esto
caracteristico de los compuestos amorfos. En lo que concierne a la -CD, se observd
una pérdida de la resolucién espectral en los espectros de *3C realizados para el
complejo ABZ:B-CD. Estos resultados, fueron consistentes con los obtenidos en los
analisis por DRX y CDB que mostraron que los sistemas ABZ:CDs se encontrarian en
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estado amorfo, explicando parcialmente la eficacia que presentd la técnica de SA para
producir sélidos que exhibieron mayores ED que el ABZ sin transportador.
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Figura 83. Region seleccionada con escala vertical expandida de los espectros de *C
CP/MAS obtenido para ABZ:p-CD (A), ABZ:M-B-CD (B), ABZ:HP-B-CD (C) y
ABZ:C-B-CD (D) (tiempo de contacto: 3ms).

En los espectros de todos los sistemas ABZ:CDs estudiados, las sefiales de los C3,
C4, C5 y C6 del ABZ, colapsaron en dos sefiales anchas (con diferentes intensidades),
excepto en el espectro del sistema ABZ:C-B-CD, en cuyo caso sélo se observo una sefial
ancha. Se pudo observar un hecho similar para las resonancias en el rango de 107 a 118
ppm, correspondientes a C7 y C8 en los espectros de todos los sistemas ABZ:CDs, pero
en el caso del sistema ABZ:B-CD las sefiales se resolvieron parcialmente. En base a la
similud de las sefiales de *C del ABZ registradas en el rango de 135 a 158 ppm, los
sistemas ABZ:CDs podrian dividirse en dos grupos: (1) ABZ:M-B-CD y ABZ:HP-f-
CD, (2) ABZ:p-CD y ABZ:C-B-CD. Esta asociacion es mas evidente a partir de los
datos obtenidos de los espectros de N (Figura 84, Tabla XXI), debido a que en los
mismos los sistemas ABZ:B-CD y ABZ:C-B-CD presentan una sefial a alrededor de 133

ppm (mas intensa en el espectro de ABZ:C-B-CD). Estas resonancias pueden ser
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atribuidas a los NH del grupo carbamato involucrados en enlaces de hidrdgeno, estas
sefiales no se observaron en los espectros de ABZ:M-B-CD o de ABZ:HP-B-CD.

Los complejos ABZ:M-B-CD y ABZ:HP-B-CD, mostraron sefiales similares en lo
que respecta al ABZ con algunas diferencias en las intensidades relativas y un
desplazamiento hacia campos mas altos de la resonancia del C12 para el sistema
ABZ:M-B-CD. Adicionalmente, en los espectros de estos sistemas dos sefiales pueden
ser asignadas al C2 (a alrededor de 155 y 149 ppm), siendo esto consistente con
moléculas de ABZ que presentan difentente entorno electronico en el C2. Tales
diferencias en los desplazamientos quimicos no pueden ser explicadas por la presencia
de diferentes conférmeros y se encontrarian asociadas con diferentes tautomeros, ya que
este carbono se encuentra directamente unido a tres nitrogenos (Figura 81). Por lo tanto,
no puede descartarse la presencia de dos tautomeros. Esto es corroborado, mediante la
aparicion de una nueva sefial a 103,44 ppm en los espectros de N del complejo
ABZ:M-B-CD (Figura 84), que podria ser asignada al N10 en el tautémero ae que puede
observarse en la Figura 81 (la relacion sefial/ruido en espectro del sistema ABZ:HP-p-
CD impidié la identificacion de sefiales en el mismo rango de frecuencias). Al comparar
los espectos de *C del ABZ sin transportador con los de estos dos sistemas, se aprecian
diferencias importanes en la region aromatica y el C1, que aparece a 162 ppm, es decir
exhibié un corrimiento de 1 ppm a campos magnéticos mas bajos. Por tanto, seria
posible que en estos sistemas el carbamato presentara una interaccion de puente
hidrogeno con un OH, posiblemente con un OH de la CD. Estos resultados no permiten
concluir inequivocamente sobre la presencia de complejos de inclusion, ya que estos
datos de RMN pueden ser asignados a complejos ABZ:CDs con diferentes
reordenamientos: (a) el ABZ dentro de la cavidad de la CD, teniendo en cuenta la
diversidad de posibles conformaciones (algunas se muestran en la Figura 81), (b) el
ABZ fuera de la cavidad con varias orientaciones probables respecto de la estructura
toroidal, por ejemplo con los grupos carbonilo unidos por enlaces de hidrégeno a
hidroxilos de la CD.

Como ya se menciond, los espectos de **C CP/MAS de la f-CD presentan sefiales

resueltas, como es esperable para un compuesto cristalino (Figura 79). Las resonancias
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correspondientes al sistema ABZ:B3-CD obtenido mediante SA, fueron sefiales anchas y

poco definidas, lo que indicaria la pérdida de la naturaleza cristalina de la B-CD.

Tabla XX. Desplazamientos quimicos de *C CP/MAS obtenidos para ABZ:B-CD,
ABZ:M-B-CD, ABZ:HP-p-CD y ABZ:C-p-CD.

8 *°C (ppm)
Carbono
ABZ ABZ:p-CD  ABZ:M-B-CD ABZ:HP-B-CD ABZ:C-B-CD
1 160,81 _ 173.4: .
17499,16254 o5 i 175.31625 162,19
2 151,82 _ 155,10: 149.05; 155,96: 149,05: 153,02: 150,8:
1561415302 " 40,22 140,22 145,76 (débil)
3 132,96 131,75 132,44 132,09 131,4
4 131,23
5 130,02 128,81 127,94 128,29 1285
6 125,69
7 117.74; 117.9
111,86 117,22 107,8 116,87 117alll
8 114.97:
107,88 111.85 -
9 53,21: 52,87 52,18 52,87: 49,06 52.70 52,52
10 40,59: 39,90 38,51 39,03 38,68 38,51
11 32.11: 24,50: e U
2415 2208 32A46:2225  22252156] 4545 9505 3246:21.04
20,87 20,69
20,87
12 14.81: 13.95:
70 13,95 12,91 13,95 13.26

También se presentaron cambios significativos en las sefiales correspondientes a
la B-CD. No se observaron las sefiales a 78,30 y 76,05 ppm, y las resonancias a 82,3
ppm y 63,6 ppm mostraron una disminucion de la intensidad. Las siguientes diferencias

se hallaron cuando se comparé el espectros de *C del sistema ABZ:3-CD con el
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espectro ABZ: (a) ausencia de las sefiales en 125,69; 53,21 y 25,15 ppm, (b)
ensanchamiento de las sefiales a 52,18; 38,51 y 13,95 ppm, (c) desplazamiento de la

sefial del C1 a campos mas bajos (de 160,81 a 162,54 ppm).

LR R R N R LN LR LR NN R RN RNl RNy RN AR AR RN LR RN RN AR RN R AR RN AR RS AR R R RS R

160 120 80
Jd (ppm)
Figura 84. Espectros de N CP/MAS obtenidos para ABZ (A), ABZ:B-CD (B),
ABZ:M-B-CD (C), ABZ:HP-B-CD (D) y ABZ:C-B-CD (E).

Los espectos de *C CP/MAS de los sistemas ABZ:B-CD y ABZ:C-B-CD,
mostraron  caracteristicas  similares, como los desplazamientos quimicos
correspondientes a C1 y C2 del ABZ. Sin embargo, se hallaron las siguientes
diferencias entre ambos espectros: (a) dos sefiales asimétricas anchas (superpuestas) en
la region de 120 a 130 ppm en el espectro de ABZ:B-CD y una sola sefial ancha en la
misma region del espectro de ABZ:C-B-CD; y (b) las sefiales a 6 117,74; 114,97; 111,86

y 107,88 ppm observadas en el espectro del ABZ sin transportador, se obvervaron como
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una Unica sefial ancha en el espectro de ABZ:C-B-CD pero permanecieron parcialmente

resueltas en el espectro de ABZ:B-CD espectro (como ya se ha sefialado).

De este modo, la mejora en la solubilidad del ABZ incluido en el complejo
ABZ:C-B-CD, se explicaria por la presencia de una especie altamente estable, que
aunque también fue identificada en el sistema ABZ:B-CD, no seria la Unica especie
presente en este sistema. En cuanto a los sistemas ABZ:M-B-CD y ABZ:HP-B-CD, las
diferencias en los desplazamientos quimicos que se encuentraron entre los compuestos
aislados y los sistemas sugieren algin tipo de interaccion, pero mas débiles que en el
sistema ABZ:C-B-CD.

Tabla XXI. Desplazamientos quimicos de >N CP/MAS obtenidos para ABZ:B-CD,
ABZ:M-B-CD, ABZ:HP-B-CD y ABZ:C--CD.

8 °N (ppm)
Grupo
ABZ ABZ:B-CD ABZ:M-B-CD ABZ:HP-B-CD ABZ:C-p-CD
Imidazol 150,00
Carbamato 125,10 129,50; 125,10;

133,94; 124,71 125,50 133,14, 124,31

103,44

4.4 Ensayos biologicos

4.4.1 Estudios de biodisponibilidad

Se evalu6 la biodisponibilidad del ABZ cargado en las microparticulas
poliméricas formuladas en la seccion 4.1.2. EI ABZ se detect6 en plasma debido al
rapido metabolismo hepético (efecto de primer paso). Los datos farmacocinéticos se
presentan en la Tabla XXII, donde se observa la concentracion del metabolito activo del
ABZ, el ABZSO, en funcion del tiempo. Este metabolito fue detectado en plasma
durante 24 h. ElI ABZ cargado en las particulas obtenidas en las condiciones optimas
presentd una ABCy., al menos 10 veces mayor que la obtenida con el IFA sin

tratamiento. Por otro lado la concentracion plasmatica méaxima (Cmax) Observada para el
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ABZ cargado en las microparticulas fue de 1274 ng/mL, contrastando con los 179
ng/mL obtenidos para el ABZ sin transportador. Estos resultados, se encuentran en
concordancia con las diferencias halladas en los perfiles de disolucion obtenidos para
ambas formulaciones (Figura 26), mostrando la relevancia de velocidad de disolucién
del ABZ en los fluidos gastrointestinales para conseguir una adecuada absorcion y
consecuentemente incrementar la biodisponibilidad del IFA.

Tabla XXI1. Pardmetros farmacocinéticos para el ABZSO después de la administracion
oral de ABZ (farmaco original) y las microparticulas cargadas con ABZ.

ABC .,

-1
(Hg.h/mL) Ke (h") t, (h) Tmax (h)
ABZ 106,16 + 24 0,57 £ 0,09 1,2£0,4 1,95+ 0,2
Microparticulas
cargadas con 1011,21 £ 25 0,25+ 0,03 2,8+0,7 3,3+0,1

ABZ

4.4.2 Ensayos de actividad antiparasitaria en un modelo murino

infectado por Trichinella spiralis

4.4.2.1 Evaluacion de la actividad antiparasitaria en la fase aguda de

la infeccién

Se considera fase aguda de la infeccion al estadio previo al encapsulamiento de las
larvas en el tejido muscular, este proceso ocurre durante los primeros 15 dias de la

infeccion.

A partir del analisis de los resultados obtenidos se pudo concluir que la CPr
promedio de los Grupos I, 11 y 111 fue significativamente menor que la CPr que presento
el Grupo IV (Tabla XXIII), esto puede apreciarse en los elevados porcentajes de

reduccion de CPr que presentaron los tres grupos (Tabla XXIV).
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Tabla XXI11. Promedio del nimero de larvas de T. spiralis observadas en lengua.

Grupo CPr Desvio Estandar
I (ABZ) 580 298
1 (Sistema Optimo) 406 58
111 (Sistema ABZ:M-B-CD 1:1 SA) 435 140
IV (Control de infeccion) 2853 1240

Si bien se observd que el “Sistema Optimo” y el complejo ABZ: M-B-CD (1:1)
tendieron a reducir en mayor medida la CPr respecto al ABZ puro, no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre la CPr de los ratones tratados con el IFA sin
transportador (Grupo 1) y la CPr de los ratones tratados con las formulaciones realizadas
(Grupos 11y I11). Por otro lado pudo observarse que los desvios estandares de la CPr de
los animales dentro un mismo grupo, fue menor en el caso de los tratados con los
sistemas formulados respecto de los tratados con ABZ y los controles positivos de

infeccion.

De lo anteriormente expuesto puede concluirse que los sistemas formulados

presentan una menor variabilidad en la actividad antiparasitaria que el ABZ puro.

Tabla XXIV. Porcentajes de reduccion de la CPr.

Porcentaje de

Grupo reduccion de CPr Desvio Estandar
| (ABZ) 79,7 10,5
1 (Sistema Optimo) 85,8 2
111 (Sistema ABZ:M-B-CD 1:1 SA) 84,8 4,9
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4.4.2.2 Evaluacion de la actividad antiparasitaria en la fase

parenteral de la infecciéon por_ Trichinella spirallis v _su

dependencia con la dosis de albendazol administrada

La Tabla XXV muestra la actividad antiparasitaria del ABZ y del complejo
ABZ:C-B-CD, contra las larvas encapsuladas. La CPr total se redujo significativamente
en los animales tratados con respecto a los controles (p = 0,0057). Esta reduccion de la
CP se observo tanto en los ratones tratados con ABZ como con ABZ:C-B-CD,
independientemente de la dosis administrada. Asimismo, en los animales tratados con
50 mg de ABZ la reduccion de la CPr, aunque no present6 diferencia estadisticamente
significativa, fue mayor en el grupo que recibi6 ABZ:C-B-CD, 68% contra el 35%
alcanzado para los ratones tratados con ABZ sin transportador. Ademas de la
disminucion observada en CPr total, el tratamiento también indujo una pérdida de
viabilidad en las larvas evaluada mediante la tincion vital (Figura 85, Tabla XXV). De
este modo, cuando se consideraron el niamero de larvas recuperadas y sin viabilidad, el
tratamiento con el complejo ABZ:C-B-CD, administrando 30 mg de ABZ, produjo una

reduccion del 88% en la carga muscular en comparacion con el 69% obtenido con ABZ.

Cabe destacar que si bien no hay diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos tratados con ABZ:C-B-CD y con ABZ sin transportador en el porcentaje de
larvas muertas, la diferencia en dicho porcentaje si es significativa en entre los animales
tratados con ABZ:C-B-CD vy los controles, mientras que, en los tratados con ABZ sin
transportador, esta diferencia no tiene significado estadistico. Por otro lado, no hubo
diferencias en el porcentaje de larvas muertas ni en el porcentaje de reduccion de la CPr,
entre los grupos tratados con 30 mg y con 50 mg de ABZ incluidos en el complejo
ABZ:C-B-CD.

Por lo tanto, los resultados que se discutieron anteriormente, indican que la
administracion de altas dosis de ABZ para mejorar su absorcion oral, no provocan una
mejora en la eficacia antiparasitaria de este IFA, en particular contra las larvas

enquistadas, y presentarian la desventaja de acentuar sus efectos secundarios tipicos.
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Tabla XXV. Efecto de la dosis de ABZ y ABZ:C-B-CD en la CPr en ratones CBi

infectados con T. spiralis.

Eficacia antiparasitaria#

Dosis de ABZ
Tratamiento (mg/kg peso Total Larvas I:ggﬁig:g‘: g: Porcentaje de
corporal) muertas CPr larvas muertas
50 795+ 1457 464+ 103,7° 35 (0-70)° 57 (35-95)*°
ABZ

30 634 +1035°  381+488° 52 (17-72) 69 (39-84)*°
50 511+109,7% 333+ 83,6 68 (29-82)° 72 (31-100)°

ABZ:C-B-CD
30 766 + 154,2° 552+ 46,5° 51 (0-66)° 88 (54-100)"

Control 1226 +98,6°  132+259" 11 (5-21)

' Promedio + Error Estandar #Mediana (rango)

Las diferencias entre grupos fueron evaluadas por ANOVA de una variable, empleando el post-test
de Bonferroni para la comparacion entre grupos (CPr), o mediante la prueba no paramétrica Kruskall-
Wallis, y el test de Dunn para la comparacion entre grupos (Porcentaje de reduccion de la CPr y
Porcentaje de larvas muertas). Para cada variable, los grupos que no comparten el mismo superindice

presentan diferencias significativas con un nivel del 0,05.

Figura 85. Microfotografia donde se observa una larva de T. spiralis L1 muerta tefiida
con azul de metileno (sefialada), rodeada de larvas viables (Aumento 40X).
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4.4.3 Evaluacion histologica de la irritacion del tracto

gastrointestinal

Se analizo el efecto del tratamiento por via oral con ABZ o complejo ABZ:C-p-
CD sobre la morfologia del tracto gastrointestinal de ratones machos CBi infectados con
Trichinella spiralis. El estudio histoldgico se realizo en la fase parenteral (30 dias post-

infeccion) de la infeccion.

No se observaron lesiones en el intestino delgado (Figura 86) en los ratones
control, infectados con T. spiralis, que no recibieron tratamiento alguno. Hubo cambios
comunes, dentro de los méargenes habituales de variabilidad, sin significado patolégico,
tales como variacion leve del tamafio de las vellosidades intestinales y cantidades

variables de células linfoides.

Figura 86. Microfotografia de un corte transversal de duodeno murino de un animal

control, sin alteraciones morfoldgicas (10X aumentos).

Los animales tratados con ABZ sin transportador presentaron alteraciones de la
estructura normal de la mucosa duodenal. La Figura 87 muestra pérdida total de la capa
muscular, acompafada de necrosis. También se observé vasodilatacion y, en parte de la
capa mucosa, se Vvisualizaron importantes infiltrados inflamatorios mononucleares
(Figura 88).
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Figura 87. Microfotografia de un corte de duodeno en un animal tratado con ABZ que
exhibe pérdida total de la capa muscular y necrosis. A: 10X aumentos; B: 20X

aumentos.

En la Figura 88 A y B, se observa también alteracion de la mucosa pero en este
caso la capa muscular solo se ve comprometida superficialmente. En la Figura 88 A, se
evidencia vasodilatacion y en la Figura 88 B, una elevada cantidad de infiltrados

inflamatorios, observandose también un proceso de necrosis.

Figura 88. Microfotografia de un corte de duodeno en un animal tratado con ABZ que
muestra vasodilatacion (A: 20X aumentos) e infiltrado inflamatorio mononuclear (B:

40X aumentos).

Estas alteraciones en la histologia duodenal se presentaron en el 60 % de los
animales tratados con ABZ sin transportador.
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Por otro lado, los animales tratados con ABZ:C-B-CD presentaron una estructura

conservada de la mucosa duodenal (Figura 89 A), comparable con los resultados

obtenidos para los ratones control.

Figura 89. Microfotografia de cortes de duodeno de ratones tratados con ABZ:C-3-CD.
A: mucosa con estructura conservada (10X aumentos); B: mucosa con lesion leve (20X

aumentos).

Sin embargo, se observaron algunas lesiones leves de la capa muscular duodenal
en el 50% de los animales tratados con ABZ:C-B-CD. En la Figura 89 B se muestra una
lesion minima focal con necrosis parcial de la mucosa (de menor intensidad que la de la
Figura 87). Exceptuando hallazgos aislados como éste, la mucosa de los animales
tratados con ABZ:C-B-CD presentd caracteristicas normales.

En el anélisis histolégico del es6fago y estdémago no se hallaron diferencias
significativas entre los animales tratados con ABZ sin transportador y ABZ:C-B-CD en

relacién al grupo control.

Las lesiones causadas por el ABZ sobre la mucosa duodenal de los animales
tratados con el farmaco sin transportador podrian deberse a las altas concentraciones
locales del IFA sobre la mucosa, por el depdsito de particulas de ABZ sobre el epitelio.
Esto sucederia porque el ABZ presenta un elevado angulo de contacto (angulo que
forma la superficie de un liquido al entrar en contacto con un so6lido), por lo que la
ubicacién de las particulas de este IFA en el seno de la solucion representaria un estado
de alta energia libre. Por esta razén, el desplazamiento de las particulas de ABZ hacia la
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interfase liquido-aire y la interfase formada entre la solucion y la mucosa seria un
proceso espontaneo. Contrariamente, en los animales tratados con el complejo ABZ:C-
B-CD, el ABZ se encontraria en solucion en los fluidos gastrointestinales, evitando de
esta forma la concentracion del IFA sobre la mucosa. Asimismo, se encuentra
ampliamente reportado que las CDs pueden disminuir la irritacién causada por los IFAs
administrados por via oral, e incluso reducir su toxicidad al permitir que los mismos

sean efectivos a dosis menores.’
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5.CONCLUSIONES

El proceso de secado por aspersion permitio formular un sistema transportador
formado por un complejo polielectrolitico microparticulado que permitié incrementar
significativamente la eficiencia de disolucion y la solubilidad aparente del albendazol
incluido en el mismo, presentdndose el fa&rmaco en estado amorfo. El tamafio de las

particulas obtenidas fue del orden de 1-10 pum.

El empleo de disefios experimentales en la formulacién de los sistemas
poliméricos ternarios, facilit el manejo de la informacién y el andlisis estadistico. En la
fase inicial, se pudieron determinar cuéles de los factores estudiados fueron influyentes
sobre las respuestas seleccionadas. En la etapa de optimizacién multirespuesta, se
obtuvieron modelos significativos para las mismas. Al realizar la verificacion
experimental de una de las soluciones predichas por el programa se obtuvieron

resultados similares a los esperados.

El sistema polimérico ternario disefiado fue estable en el tiempo en cuanto al
titulo del farmaco por un periodo de al menos catorce meses. La metodologia de
elaboracion resultd reproducible en cuanto al rendimiento, la eficiencia de

encapsulacion y la liberacién del albendazol a partir de la matriz.

Se lograron sintetizar con éxito tres derivados de B-ciclodextrina que presentaron
grupos carboxilicos en su estructura (citrato-p-ciclodextrina, succinil-p-ciclodextrina e
itaconil-B-ciclodextrina), mediante reacciones que fueron llevadas a cabo en medio
acuoso empleando reactivos atdxicos, de facil adquisicion, econémicos y que no son

perjudiciales para el medio ambiente.

Los derivados citrato-B-ciclodextrina, succinil--ciclodextrina e itaconil-p-
ciclodextrina se presentaron como materiales amorfos (verificado en el patron de

difraccion de rayos X), en contraste a la [-ciclodextrina que se encontro en estado
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cristalino, mejorando de esta forma la solubilidad en agua de los derivados respecto del
material de partida.

El compuesto citrato-p-ciclodextrina presentd un peso molecular promedio de
1308 g/mol (grado de sustitucion=0,2) y un patrén de sustitucion aleatorio, siendo las

posiciones 2 y 6 de la B-ciclodextrina, las sustituidas de manera preferente.

La succinil-p-ciclodextrina present6 un peso molecular promedio de 1415,4 g/mol
(grado de sustitucion=0,4) y un patron de sustitucion aleatorio, sustituido

preferentemente en la posicion 6 de la B-ciclodextrina.

La itaconil-B-ciclodextrina obtenida presentd un peso molecular promedio de
1299,1 g/mol (grado de sustitucion=0,2) y un patron de sustitucion aleatorio, sustituido

preferentemente en la posicion 6 de la B-ciclodextrina.

La constante de formacion que se obtuvo para el sistema albendazol:citrato-f3-
ciclodextrina fue superior, respecto de las constantes obtenidas para los sistemas

formados por el albendazol y las demas B-ciclodextrinas estudiadas.

La formulacion de los sistemas albendazol-ciclodextrinas, produjo un incremento
considerable en la solubilidad aparente y en la eficiencia de disolucion de todos los

sistemas formulados respecto del albendazol sin transportador.

Los sistemas albendazol:ciclodextrinas obtenidos mediante secado por aspersion,
presentaron una mayor eficiencia de disolucion que los mismos sistemas preparados por

mezcla fisica.

El sistema albendazol:citrato-p-ciclodextrina desarrollado mediante secado por
aspersion, tuvo una eficiencia de disolucion superior a la de los sistemas albendazol: -

ciclodextrina obtenidos por mezcla fisica y secado por aspersion.

Los complejos entre el albendazol y las ciclodextrinas estudiadas se formaron en

relacién equimolar, segun lo observado en los diagramas de solubilidad de fase.
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Los valores de solubilidad aparente para los sistemas formulados con albendazol y
citrato-p-ciclodextrina fueron superiores a los obtenidos para los sistemas formulados
con p-ciclodextrina, hidroxipropil-B-ciclodextrina, metil-p-ciclodextrina, itaconil--

ciclodextrina y succinil-p-ciclodextrina.

Los estudios de resonancia magnética nuclear de *C y N en estado solido
presentaron evidencia de dos tipos de interacciones quimicas diferentes entre el
albendazol y las ciclodextrinas empleadas en el presente trabajo. Para los complejos
formados con metil-B-ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina, se identificaron tres
moléculas de albendazol con diferentes entornos electronicos en el anillo de imidazol,
que corresponden muy probablemente al albendazol libre y a dos tautomeros del
albendazol. Por otro lado, cuando se analizaron los complejos con B-ciclodextrina y
citrato-p-ciclodextrina, se evidenciaron los NH de los grupos carbamato implicados en
un enlace puente de hidrogeno, siendo este efecto mas pronunciado en el complejo

albendazol:citrato-p-ciclodextrina.

El hexil derivado de B-ciclodextrina sintetizado presentd caracteristicas anfifilicas.
Esta propiedad fisicoquimica resultd relevante para las futuras aplicaciones de este

compuesto en el disefio de sistemas de trasportadores de farmacos.

En cuanto a los ensayos bioldgicos realizados, el albendazol incluido en las
microparticulas formuladas bajo las condiciones Optimas (“Sistema Optimo™)
incrementd notoriamente la biodisponibilidad del metabolito activo del albendazol

(albendazol sulféxido) en un modelo animal en ratas Wistar.

Los sistemas formulados (“Sistema Optimo” y complejo albendazol:metil-p-
ciclodextrina) presentaron una menor variabilidad en la respuesta terapéutica que el
ingrediente farmacéutico activo sin transportador, contra Trichinella spiralis durante la

fase aguda de la infeccién en un modelo murino.

El albendazol incluido en el complejo albendazol:citrato-p-ciclodextrina, mostro
una mayor eficacia que el albendazol sin transportador administrado durante las etapas

parenterales de larvas de Trichinella spiralis. El incremento en la eficacia antiparasitaria
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podria deberse a una mejora de la biodisponibilidad del farmaco que resultaria de la

mayor solubilidad y velocidad de disolucion, que conducen a una mejor absorcion.

Los animales tratados con el complejo albendazol:citrato-B-ciclodextrina
presentaron una menor irritacion y efectos lesivos sobre los tejidos del tracto
gastrointestinal que los que tratados con albendazol, siendo que estos ultimos
presentaron incluso tejidos necréticos. Por lo tanto, el sistema propuesto muestra
resultados prometedores para el tratamiento de la etapa parenteral de la infeccién por

Trichinella spiralis.
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6. RESUMEN

6.1 Presentacion del problema

Los IFAs que se administran por via oral en formas farmacéuticas solidas, deben
disolverse en los fluidos bioldgicos para poder atravesar las membranas celulares del
tracto gastrointestinal, y asi acceder al torrente sanguineo y llegar al sitio de accién para
ejercer su actividad farmacoldgica. De modo que la solubilidad acuosa del IFA afecta de
manera directa, su absorcion y por ende su actividad terapéutica.

La mayoria de los IFAs que se han descubierto durante la Gltima década han
exhibido una escasa solubilidad en agua. Este mismo problema también se presenta, en
farmacos que se emplean para el tratamiento de enfermedades para las cuales no existe
una investigacion activa en la generacion de nuevos compuestos. Es por esto que
ademas de la busqueda de nuevos IFAs, es imprescindible la investigacion en el campo
de estrategias para mejorar las propiedades biofarmacéuticas de los IFAs poco solubles
en agua. Un area muy importante dentro de este campo de investigacion, se encuentra
representada por el estudio de polimeros y macromoléculas, que actian como
transportadores de IFAs. Adicionalmente, estos materiales pueden modificarse
qguimicamente para otorgarles nuevas propiedades o potenciar las caracteristicas ya

presentes.

6.2 Enfoque y planificacion del problema

En este trabajo de Tesis se selecciond al albendazol como modelo de IFA poco
soluble en agua, debido a su relevancia en el tratamiento de las parasitosis endémicas
en nuestro pais y por estar incluido en el listado de medicamentos esenciales de la
Organizacion Mundial de la Salud. Este IFA es un agente antihelmintico de amplio
espectro, que muchas veces encuentra limitada su actividad terapéutica debido a su
absorcion erratica como consecuencia de su escasa solubilidad. Si bien existen

numerosas estrategias tecnoldgicas que permiten mejorar las propiedades
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biofarmacéuticas de los IFAs poco solubles en agua, en este trabajo de Tesis se recurrid

en la formulacién de microparticulas poliméricas y complejos con ciclodextrinas.

6.2.1 Formulacion de microparticulas poliméricas

Para ello, se planificd la formulacion de microparticulas de albendazol basadas en
complejos polielectroliticos (compuestos por quitosano, pectina y carboximetilcelulosa
sodica), empleando el secado por aspersion como método de obtencion. Se proyecto
ademas, la optimizacion de las condiciones de elaboracion de las microparticulas para
obtener valores maximos de rendimiento, eficiencia de encapsulacién y parametros de
disolucion del albendazol, mediante el empleo de disefios experimentales utilizando el
programa Design-Expert ®. Adicionalmente, se planted realizar estudios de estado

solido, morfoldgicos y de estabilidad sobre las microparticulas formuladas.

6.2.2 Formulacion de complejos con ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos que poseen una cavidad hidrofébica
a la cual deben su habilidad para formar complejos de inclusion con varios compuestos
de baja polaridad, aumentando asi su solubilidad aparente. Particularmente, la -
ciclodextrina esta constituida por siete unidades de glucopiranosa, y es poco soluble en
agua debido a su estructura cristalina. La sustitucion de los grupos hidroxilos
correspondientes a los carbonos 2, 3 y 6 de las unidades de glucopiranosa de la f-
ciclodextrina incrementa la solubilidad de la misma, mejorando sus propiedades como
sistema transportador de IFAs. Adicionalmente, el sustituyente empleado puede
modificar la afinidad de la B-ciclodextrina por la molécula a incluir. De modo que

proyecto:

o Introducir grupos funcionales &cidos en la estructura de la B-ciclodestrina
para evaluar si podrian incrementar su afinidad por el albendazol, ya que

el mismo presenta caracteristicas débilmente basicas.

o Estudiar la influencia de los grupos funcionales introducidos en la

estructura de la B-ciclodextrina, en la formacién de complejos con
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albendazol y comparar los resultados con los obtenidos para
ciclodextrinas modificadas mediante eterificacion (como la 2-

hidroxipropil-B-ciclodextrina y la metil-f-ciclodextrina).

o Evaluar la afinidad del albendazol por las ciclodextrinas estudiadas
mediante andlisis de solubilidad de fases, espectroscopia de RMN y

espectrometria de masas.

o Estudiar la formacion del complejos en estado solido en sistemas
albendazol:ciclodextrinas obtenidos empleando las técnicas de mezcla
fisica 'y secado por aspersion.  Finalmente, caracterizar
fisicoguimicamente los sistemas mediante estudios de solubilidad
aparente, velocidad de disolucién, calorimetria diferencial de barrido,

difraccion de rayos X y espectroscopia de infrarrojo.

6.2.3 Ensayos bioldgicos

Se planifico realizar estudios de biodisponibilidad y de actividad antiparasitaria
sobre los sistemas formulados con albendazol que presenten las mejores propiedades

fisicoquimicas.
6.3 Datos significativos y hallazgos mas importantes

6.3.1 Formulacion de microparticulas poliméricas ternarias

mediante secado por aspersion

El empleo de disefios experimentales nos permitié obtener una gran cantidad de
informacién respecto de los complejos polielectroliticos estudiados. ElI programa
Design-Expert® predijo (segun algoritmos matematicos a partir de los datos
experimentales) como “Sistema Optimo” para obtener los maximos valores de todas las
respuestas estudiadas, al obtenido mediante la combinacion de una solucion de
quitosano al 1 % (conteniendo 1 mg/mL de albendazol), pectina al 0,1 % vy

carboximetilcelulosa sédica 0,2 %.
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Al caracterizar el “Sistema Optimo” mediante estudios de difraccion de rayos X,
se observd la ausencia de los picos de cristalinidad caracteristicos del albendazol,
permitiéndonos postular que el mismo se hallaria incluido en el complejo
polielectrolitico en estado amorfo. Se realizaron ademéas estudios de calorimetria
diferencial de barrido al “Sistema Optimo”, donde no se observo el pico endotérmico de
fusion caracteristico del albendazol, aportando evidencia adicional del estado amorfo

del IFA incluido en el complejo polielectrolitico.

El estado amorfo del IFA en el complejo polilectrolitico podria explicar los
elevados valores de los porcentajes de liberacion obtenidos en los estudios de disolucién
(Q30= 44 % y Qso= 68 %), debido a que los materiales amorfos presentan mayores
solubilidades que los arreglos cristalinos.!”®!*® Contrariamente, el farmaco sin
transportador presentd un valor de Qs de 3,8 % y un valor de Qg de 6,1 %.
Adicionalmente, se analiz6 la morfologia de las particulas obtenidas mediante
microscopia electronica de barrido, las mismas presentaron forma esférica, superficie
lisa y tamafio uniforme (1-10 pm) y no se observo formacion de cristales en la
superficie de las particulas.

La aplicaciéon de disefios experimentales al desarrollo de sistemas terapéuticos
resulté una herramienta muy Util permitiendo obtener formulaciones que cumplen con

los requisitos buscados de manera rapida y eficaz.

6.3.2 B-Ciclodextrinas

Sintesis y caracterizacion de derivados de g-Ciclodextrina

Durante este trabajo de Tesis se han sintetizado tres ésteres de p-ciclodextrina con
acidos poli-carboxilicos (citrato-B-ciclodextrina, succinil-B-ciclodextrina e itaconil-p-
ciclodextrina) mediante métodos de sintesis sustentables. Ademas, se sintetizd un hexil
derivado de B-ciclodextrina, que present6 propiedades anfifilicas, mediante una reaccion

de eterificacion.
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Los espectros de RMN que se realizaron permitieron determinar el patron de
sustitucion de los derivados de B-ciclodextrina estudiados. En el caso del citrato de f3-
ciclodextrina se presentaron sustituciones parciales en los hidroxilos 2 y 6 de la unidad
de glucopiranosa, mientras que el succinato de B-ciclodextrina y el itaconato de f-
ciclodextrina, exhibieron sustituciones parciales sélo en la posicion 6 del anillo de

glucopiranosa.

Los derivados de B-ciclodextrina sintetizados se presentaron en estado amorfo,
esto se verificd en los estudios de difraccion de rayos X, donde se observaron bandas
anchas congruentes con los materiales amorfos, a diferencia de los picos agudos e
intensos, caracteristicos de las estructuras cristalinas, que se presentaron en el
difractograma de la B-ciclodextrina. Estos datos, justifican el notorio incremento de la
solubilidad acuosa de los derivados obtenidos respecto de la B-ciclodextrina sin

sustituir.
Evaluacion de la afinidad de B-ciclodextrinas por el albendazol

Se estudio la afinidad de p-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, metil-f-
ciclodextrina, citrato-p-ciclodextrina, succinil-p-ciclodextrina e itaconil-p-ciclodextrina
con respecto al albendazol, mediante la realizacion de diagramas de solubilidad de

fase.”

A partir de los mismos se observdO un comportamiento lineal entre la
concentracion de B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina, metil-B-ciclodextrina,
citrato-pB-ciclodextrina, succinil-p-ciclodextrina e itaconil-B-ciclodextrina, y la
concentracion del albendazol. De modo que las isotermas obtenidas fueron de tipo A.
de acuerdo al modelo propuesto por Higuchi y Connors,” indicando que estos
complejos se formaron con una estequiometria 1:1. Es necesario destacar, que el valor
de la K obtenido para el citrato-p-ciclodextrina fue al menos tres veces superior que los

obtenidos para las demas ciclodextrinas estudiadas.

Formulacion y caracterizacion de los sistemas albendazol:g-ciclodextrinas
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Se elaboraron sistemas albendazol:p-ciclodextrinas en una relacion equimolar,
empleando B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina, metil-B-ciclodextrina,
citrato-p-ciclodextrina, succinil-p-ciclodextrina e itaconil-p-ciclodextrina mediante los
métodos de mezcla fisica y secado por aspersion. Estos sistemas, produjeron un
incremento considerable en la eficiencia de disolucion del albendazol respecto del

mismo sin transportador.

Los sistemas formulados con derivados de B-ciclodextrina facilitaron en mayor
medida la solubilizacion del albendazol en comparacion con los formulados con f-
ciclodextrina. Es preciso destacar que con el sistema albendazol:citrato-p-ciclodextrina
obtenido mediante secado por aspersion, se consiguid una completa disolucién (100 %)

del farmaco transcurridos 20 min del inicio del ensayo de disolucion.

Por otro lado, los estudios de difraccion de rayos X y calorimetria diferencial de
barrido indicarian que los sistemas albendazol:hidroxipropil-B-ciclodextrina vy
albendazol:metil-B-ciclodextrina obtenidos por secado por aspersion, se encontraron en
estado amorfo y formando complejos de inclusion en estado sélido. Estos resultados
concuerdan, con la mayor eficiencia de disolucién del albendazol incluido en los
sistemas obtenidos mediante secado por aspersion, respecto de aquellos que se

obtuvieron por mezcla fisica.

6.3.3 Ensayos biologicos

El albendazol incluido en el complejo polielectrolitico optimizado, presentd un
incremento de diez veces en la biodisponibilidad de su metabolito activo en un modelo
animal en ratas Wistar. Este mismo sistema, presenté una menor variabilidad en la
respuesta antiparasitaria que el albendazol sin transportador, en el tratamiento durante la
fase aguda de la infeccién por Triquinella spiralis en un modelo animal en ratones. Se
obtuvieron resultados similares en cuanto a la actividad antiparasitaria para el complejo
albendazol:metil-B-ciclodextrina, siendo la variabilidad en cuanto a la respuesta
terapéutica todavia menor que para el albendazol incluido en las microparticulas

poliméricas.
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La actividad antiparasitaria del complejo albendazol:citrato-p-ciclodextrina, fue
evaluada en animales infectados con Trichinella spiralis durante fase crdnica de la
infeccion. En este estudio, la muerte larval fue estadisticamente superior en los animales
tratados con el complejo respecto de los animales control (72-88 % versus 11 %,
P=0,0032); mientras que los animales tratados con albendazol sin transportador no
presentaron diferencias significativas en la muerte larval respecto del grupo control. Se
realizaron ademas estudios de irritacion gastrica en el mismo modelo animal, en los
cuales el complejo produjo una menor irritacion que el albendazol administrado sin
transportador, siendo que éste ultimo produjo incluso necrosis sobre la mucosa

gastrointestinal.

6.4 Conclusiones

El proceso de secado por aspersion permitiéo formular un sistema transportador
formado por un complejo polielectrolitico microparticulado que permitidé incrementar
significativamente la eficiencia de disolucion del albendazol incluido en el mismo,
presentandose el farmaco en estado amorfo. Adicionalmente, las microparticulas
disefiadas fueron estables en el tiempo en cuanto al titulo del farmaco por un periodo de
al menos catorce meses. La metodologia de elaboracion resulto reproducible en cuanto
al rendimiento, la eficiencia de encapsulacion y la liberacion del albendazol a partir de
la matriz. Estas microparticulas incrementaron notoriamente la biodisponibilidad del
metabolito activo del albendazol (albendazol sulfoxido) en un modelo animal en ratas
Wistar.

Se sintetizaron tres derivados de p-ciclodextrina que presentaron grupos
carboxilicos en su estructura (citrato-p-ciclodextrina, succinil-p-ciclodextrina e itaconil-
B-ciclodextrina), mediante reacciones que fueron llevadas a cabo en medio acuoso
empleando reactivos atdxicos, de facil adquisicion, econémicos y que no son

perjudiciales para el medio ambiente.

Los derivados de B-ciclodextrina sintetizados, presentaron una mayor solubilidad

acuosa que la p-ciclodextrina, y ademéas una mayor afinidad por el albendazol que esta
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ultima y que los éteres de B-ciclodextrina estudiados (2-hidroxipropil-B-CD y la metil-
B-ciclodextrina). Adicionalmente, todos los sistemas albendazol:ciclodextrinas
obtenidos mediante secado por aspersion, presentaron una mayor eficiencia de

disolucién que los mismos sistemas preparados por mezcla fisica.

Los complejos albendazol:metil-p-ciclodextrina y  albendazol:citrato-f3-
ciclodextrina, presentaron una mayor eficacia en su actividad antiparasitaria que el
albendazol sin transportador en un modelo en ratones infectados con Triquinella
spiralis. Ademas, es preciso destacar que los animales tratados con el complejo
albendazol:citrato-f-ciclodextrina presentaron una menor irritacion y efectos lesivos
sobre los tejidos del tracto gastrointestinal que los tratados con albendazol sin

transportador.
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