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RESUMEN

Este trabajo comprende el desarrollo y evaluacién de nuevos materiales y sistemas
multiunitarios de liberacién segregada y sitio-especifica, para la combinacién a dosis fija de
rifampicina e isoniazida, orientados a la optimizacidn del tratamiento de la tuberculosis. En
conjunto, los resultados obtenidos demostraron que los sistemas desarrollados ofrecerian
ventajas farmacoterapéuticas, respecto de los productos farmacéuticos disponibles
actualmente.

En particular, se obtuvieron materiales portadores de rifampicina e isoniazida mediante
asociacién de los farmacos a polielectrolitos, especificamente la forma 4cida de
carboximetilcelulosa y acido alginico. Estos sistemas fueron caracterizados en relacion al tipo
de interaccion y capacidad de carga, las propiedades cristalinas y reoldgicas. Los compactos de
estos materiales fueron evaluados en cuanto a su hidrofilicidad y la velocidad de liberacién.

El sistema portador de rifampicina fue una dispersién soélida cristalina, que aumenta
significativamente la hidrofilicidad del farmaco y favorece su rapida disolucién. El sistema
portador de isoniazida presentd caracteristicas tipicas de un complejo iénico polielectrolito-
farmaco, el cual fue un material amorfo, que una vez compactado, liberd isoniazida de manera
modulada en medio gastrico simulado y completa en medio intestinal simulado.

En una segunda etapa, a partir de los sistemas portadores de rifampicina e isoniazida
compactados en forma de matrices, se evalud la estabilidad de rifampicina en condiciones que
simulan el entorno gastrico. Este estudio demostré que las matrices asociadas mejoran la
estabilidad de rifampicina, por segregacion de la liberacidon de isoniazida.

En una tercera etapa, se evaludé la biodisponibilidad oral de las matrices anteriormente
obtenidas, observandose un significativo aumento en la biodisponibilidad de rifampicina,
respecto de la formulacién combinada comercial de referencia. Sin embargo Ia
biodisponibilidad de isoniazida no fue satisfactoria, por lo que se propuso el disefio de un
sistema multiunitario conteniendo una formulacién de isoniazida de liberacién retardada.

Finalmente, se desarrolld6 un comprimido con cubierta compactada a partir del sistema
portador de rifampicina e isoniazida como un comprimido con recubrimiento entérico, con
propiedades de liberacién secuencial y sitio-especifica y estabilidad incrementada. En este
desarrollo se utilizaron las estrategias de Calidad desde el Disefio para identificar pardmetros
criticos del proceso y establecer condiciones de ensayo, que permitan obtener un producto de
calidad aceptable.

Se espera que los resultados obtenidos en esta tesis doctoral contribuyan al desarrollo de
formulaciones mas seguras y confiables, potencialmente Utiles para el abordaje
farmacoterapéutico de la tuberculosis.
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Abreviaturas y Acronimos

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

3FRSV: 3-formil rifamicina SV
AA: Acido alginico

AANa: Alginato de sodio
ABC: Area bajo la curva

ANMAT: Administracion
Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica

ANOVA: analisis de varianza
CDF: combinacién a dosis fija
Crax: Concentracion plasmatica
maxima

CMC: carboximetilcelulosa
CMCNa: carboximetilcelulosa
sddica

CP/MAS: cross

polarization/magic angle
spinning

CV: coeficiente de variacion
DNA: acido desoxiribonucleico

DRXP: Difractometria de Rayos
X de polvos

D: dosis
D/S: relacién dosis/solubilidad

DSC: Calorimetria diferencial
de barrido

ED: Eficiencia de disolucion
EE: Error estandar
EST: estreptomicina

FA: Farmacopea Argentina

FDA: Administracién de Drogas
y Alimentos de Estados Unidos.

Fl: Farmacopea Internacional

FTIR: Espectroscopia Infrarroja
con Transformada de Fourier

G: acido gulurdnico
H,0: Agua
HCI: acido clorhidrico

HPLC: Cromatografia liquida de
alta presion

[+D: Investigacién y desarrollo
IH: isonicotinil hidrazona

ISO: isoniazida

Log P: coeficiente de particidn
M: 4cido manurdnico

MPC: microscopia de platina
calentable

MF: Mezcla Fisica
n: numero de determinaciones
NaOH: Hidréxido de Sodio

OMS: Organizacién Mundial de
la Salud

PDA: Arreglo de diodos

PE: Polielectrolito

pKa: Constante de disociacion
acida

PM: peso molecular

PNCTyL: Programa Nacional del
Control de la Tuberculosis y la
Lepra

PVP: polivinilpirrolidona

QbD: quality by design, calidad
desde el disefio

RIF: rifampicina

RMN: Resonancia Magnética
Nuclear

RNA: acido ribonucleico
S: solubilidad

SCB: Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutico

SCT: short contact time

SIDA: Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida

TB-MR: tuberculosis
multiresistente

TB-RR: tuberculosis resistente
a rifampicina

TB-XR: tuberculosis
extremadamente resistente

TLC: cromatografia en capa
delgada

tmax: tiempo en el que se
alcanza la concentracion
plasmatica maxima

TGA: Termogravimetria

USP: United States
Pharmacopoeia, Farmacopea
de los Estados Unidos.

UV: Ultravioleta

VIH: Virus de la
Inmunodeficiencia Humana
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UNIDADES DE MEDIDA UTILIZADAS

Clasificacion

Tiempo

Masa

Concentracion

Volumen

Longitud

Temperatura

Otros

Unidad

ls: microsegundo

ms: milisegundo

s: segundo

min: minuto

h: hora

Kg: microgramo

mg: miligramos

g: gramos

Kg: kilogramos

t: tonelada

M: molaridad

eq: equivalentes

% p/p: porcentaje peso en peso
% p/v: porcentaje peso en volumen
mL: mililitro

pm: micrémetro

mm: milimetro

nm: nanémetro

°C: grados centigrados

mPa: milipascales

Hz: Hertz (hercio)

kHz: kilohertz

rpm: revoluciones por minuto
kV: kilovolts

mA: miliamperes



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. RESUMEN

La tuberculosis representa en la actualidad un importante problema de salud publica. De
hecho, es una de las 10 principales causas de muerte por enfermedades transmisibles a nivel
mundial, siendo responsable de mas muertes que el SIDA (1). A pesar de que esta enfermedad
es prevenible y curable, su alta incidencia es debida, entre otras razones, a problemas de
funcionamiento del sistema de salud, la falta de deteccidén de los casos existentes, problemas
de adherencia al tratamiento, la coinfeccién con VIH y la aparicién de resistencia a los

farmacos antituberculosos (2,3).

Rifampicina (RIF) e isoniazida (ISO) son farmacos de primera linea que se utilizan en el
tratamiento de la tuberculosis. Se administran como formas farmacéuticas solidas
(comprimidos o cdpsulas) de liberacion inmediata en combinacién a dosis fijas (CDF) v,

ademas, pueden estar asociadas a etambutol (ETA) y pirazinamida (PIR) (4).

Es ampliamente conocida la inestabilidad quimica de RIF en el entorno acido del medio
estomacal. Esta descomposicién se ve favorecida en presencia de ISO en la formulacién, en
una magnitud proporcional a su concentracion (5). Por otra parte, la baja hidrofilicidad de RIF
incide negativamente en su disolucidn (6). Estos aspectos, entre otros, afectan Ia
biodisponibilidad oral de RIF cuando se administra en CDF con ISO, lo que da lugar a niveles
plasmaticos sub-terapéuticos de RIF. Esto aumenta el riesgo de desarrollo de resistencia

microbiana.

Sistemas multiunitarios de RIF e ISO, que permitan la liberacién secuencial y sitio-especifica de

RIF (en estdmago) e ISO (en intestino) podrian mejorar la efectividad y la estabilidad de RIF.

En este contexto, es de interés el desarrollo de materiales por asociacion de los farmacos a
polielectrolitos (PE) de carga opuesta (complejos PE-farmaco u otras dispersiones sélidas).
Estos materiales pueden ser facilmente manipulados por las técnicas habituales de

procesamiento farmacéutico (granulacidon, secado, compresidén, entre otros) y permiten
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obtener una amplia variedad de formulaciones, con diferentes propiedades de liberacién de

los farmacos.

PE, tales como la forma acida de carboximetilcelulosa y acido alginico, presentan propiedades
de liberacién muy rapida y sostenida, respectivamente. La formacion de dispersiones sélidas
con RIF e ISO, permitirian desarrollar sistemas multiunitarios, tales como comprimidos bicapa
(a partir de matrices) o comprimidos con cubierta compactada, que presenten una fase de

liberacion rapida de RIF y otra fase de ISO de liberacidn sostenida o retardada.

El desarrollo farmacéutico planteado, pretende ser econémico y accesible, de manera que sea
factible de ser transferido al sector de produccion publica de medicamentos, con un

incremento positivo en tecnologia de productos e innovacion.

1.2. TUBERCULOSIS

La tuberculosis representa en la actualidad un importante problema de salud publica en el
mundo debido a sus altas tasas de incidencia y mortalidad. Segun el informe de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en 2015 surgieron 10,4 millones de nuevos casos de tuberculosis y
1,8 millones murieron por esta enfermedad, entre ellos, 400.000 personas coinfectadas con
VIH. Esta enfermedad es una de las 10 principales causas de muerte en todo el mundo, siendo
responsable de mas muertes que el SIDA. Mas del 95% de las muertes por tuberculosis se

producen en paises de ingresos bajos y medianos (1).

En Argentina, en 2015 se notificaron 9.600 casos nuevos de tuberculosis, mientras que
alrededor de ochocientas personas murieron debido a esta enfermedad (12,5 % de estos

fueron VIH positivos) (1).

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa granulomatosa crénica producida por el
Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch, que se localiza generalmente en el pulmén,
aunque puede afectar también a otros drganos. Se transmite por contacto directo de persona
a persona, por inhalacién de aerosoles contaminados con el bacilo, que han sido eliminados
por los individuos enfermos al toser, hablar o estornudar. Se puede producir una infeccién

latente silenciosa o una enfermedad progresiva y activa (7).

Se calcula que una tercera parte de la poblacién mundial tiene tuberculosis latente, término
aplicado a las personas infectadas por el bacilo pero que aun no han enfermado ni pueden
transmitir la infeccidn. Estas personas tienen un riesgo del 6 al 10% de enfermar de

tuberculosis a lo largo de su vida. Este riesgo se incrementa al 50-60% si son personas VIH
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positivas (8,9). La misma tendencia se observa en otras situaciones de inmunodepresidn, por

ejemplo ante desnutricidn o diabetes, o si son consumidores de tabaco (3).

Cuando se desarrolla tuberculosis activa, los sintomas tales como tos, fiebre, sudores
nocturnos y pérdida de peso, pueden ser leves durante muchos meses. Esto puede hacer que
la persona afectada tarde en buscar atencién médica, con el consiguiente riesgo de que la
bacteria se transmita a otros sujetos. Una persona con tuberculosis activa puede infectar a lo
largo de un afio a entre 10 y 15 personas por contacto directo. Si no se proporciona un
tratamiento adecuado, pueden morir mas del 45% de las personas VIH-negativas con

tuberculosis y practicamente la totalidad de las personas coinfectadas con VIH (3).

Si bien hace mas de 80 afios que existe la vacuna derivada del bacilo de Calmette y Guérin
(vacuna BCG), que se utiliza de manera extensiva para la prevencion de esta enfermedad, su
efectividad es limitada. Se ha documentado el efecto protector en nifios de esta vacuna contra
la meningitis tuberculosa y la tuberculosis diseminada. Sin embargo, la vacuna no evita la
infeccion primaria y, lo que es mas importante, no evita la reactivacién de la infecciéon
pulmonar latente, la principal fuente de propagacion del bacilo en la comunidad. A pesar de
ello, y teniendo en cuenta las graves consecuencias de una infeccion por tuberculosis
multirresistente o la coinfeccion con VIH, se continlia recomendando la administracion de una

Unica dosis del BCG a los recién nacidos en paises con prevalencia alta de tuberculosis (10,11).

El diagndstico precoz y el tratamiento adecuado de esta enfermedad lograrian la curacién en la
mayoria de los pacientes. Esto conllevaria a una disminucién de las fuentes de infeccion asi
como también del riesgo de contagio. Sin embargo, la tuberculosis es aun hoy la causa mas
importante de muertes evitables y es un importante problema en los paises en desarrollo (12).
Esto se debe, especialmente, a problemas de funcionamiento del sistema de salud en el
manejo de la enfermedad, la falta de deteccidn de los casos existentes, los abandonos del
tratamiento, la coinfeccion con VIH vy la aparicion de resistencia a los farmacos

antituberculosos tradicionales (2,3).

Considerando la severidad y expansién de la enfermedad, la OMS declard, en 1993, la
emergencia global de la tuberculosis. Por ello, se instauraron los tratamientos directamente
observados en los programas de erradicacion de la tuberculosis y el uso de las combinaciones

a dosis fija (CDF) de dos o mas de los farmacos de primera linea (12).

A 26 anos de este hecho, se han reducido considerablemente las tasas de morbi-mortalidad de

tuberculosis. Sin embargo, esta enfermedad sigue teniendo un enorme impacto a nivel
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mundial. Actualmente la OMS planted la estrategia Fin a la tuberculosis, cuyos indicadores

para el afo 2035 son los siguientes:

e reduccidn de la mortalidad y la tasa de incidencia por tuberculosis en un 95 y 90%,
respectivamente, de lo informado en el afio 2015;
e ausencia de familias que tengan que afrontar gastos desmedidos, ocasionados por la

tuberculosis.

Para llevar a cabo estas metas, se han apoyado en tres pilares fundamentales: 1. Atencién y
prevencion integradas y centradas en el paciente; 2. Politicas audaces y sistemas de apoyo; 3.
Intensificacidon de la investigacién y la innovacién (13). En este marco, la investigacién y

desarrollo en sistemas farmacoterapéuticos innovadores, podria aportar a esta estrategia.

1.2.1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA TUBERCULOSIS

Si bien la mayoria de los casos de la tuberculosis se producen en el pulmén (tuberculosis pul-
monar), hay casos en los que la tuberculosis se produce en otros érganos (tuberculosis

extrapulmonar) (7).

La tuberculosis pulmonar es la forma mas frecuente y la mds contagiosa y representa
alrededor del 80 al 85% del total de los casos. Se presenta con signos respiratorios como tos
seca o productiva, expectoracidn con o sin hemoptisis, dolor tordcico y sintomas generales
tales como anorexia, astenia, adinamia, sudoracidon nocturna, pérdida de peso y, a veces,
fiebre prolongada. El examen del aparato respiratorio de los pacientes con tuberculosis suele

ser normal, a pesar de lo extensa que pueda ser la afeccidn a nivel radiolégico (7).

La tuberculosis extrapulmonar comprende entre el 15 al 20% de todos los casos de
tuberculosis, en los cuales estdn afectados otros érganos diferentes del pulmdn. Las formas
mas frecuentes de tuberculosis extrapulmonar son la pleural y la ganglionar, seguidas por la
genitourinaria. Los sintomas de la tuberculosis extrapulmonar, dependeran del érgano

afectado (7).

Tal como se muestra en la Tabla 1.1, los pacientes tuberculosos son clasificados en categorias
(entre | y IV), segln la localizacién y gravedad de la enfermedad, asi como también la

bacteriologia y los antecedentes de tratamiento previo (3).
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Tabla 1.1. Categorizacidn de los pacientes tuberculosos de acuerdo a la localizacién y gravedad
de la enfermedad, asi como también la bacteriologia y los antecedentes de tratamiento previo.
Categoriall e Caso nuevo de tuberculosis pulmonar con baciloscopia positiva.
Casonuevo eCaso de tuberculosis pulmonar baciloscopia negativa, con lesiones
radioldgicas extensas y sintomatologia importante.
eCaso de tuberculosis extrapulmonar severa: meningitis, pericarditis,
peritonitis, pleuresia bilateral, intestinal, genitourinaria, vertebral vy
osteoarticular, diseminada (miliar).

Categoriall eCaso de interrupcion del tratamiento o abandono: Paciente que realizé
Casos con tratamiento por mds de un mes, y lo interrumpe por dos meses o mas, y
tratamiento persiste con baciloscopia positiva o baciloscopia negativa, pero con evidencia
previo clinica o radioldgica de tuberculosis activa.

e Caso de recaida: paciente con antecedentes de tuberculosis que completo el
tratamiento y fue dado de alta como curado y que tiene baciloscopia o cultivo
de esputo positivo.

e Caso de fracaso operativo: Paciente en tratamiento que continda o vuelve con
bacteriologia positiva (baciloscopia o cultivo de esputo) al final del cuarto mes
de iniciado un primer tratamiento no supervisado muy irregular.

Categorialll eCaso nuevo de tuberculosis pulmonar con baciloscopia negativa que no esta

Caso nuevo incluido en la Categoria I.

e Caso de tuberculosis extrapulmonar menos severa que los incluidos en la
Categoria | (ganglionar, pleuresia unilateral y tuberculosis de piel localizada sin
diseminacién aparente).

CategorialV  eCaso de fracaso farmacoldgico: Paciente en tratamiento que continlda o
vuelve con bacteriologia positiva (baciloscopia o cultivo de esputo) al finalizar
el cuarto mes de haber comenzado un primer tratamiento directamente
observado.

eCaso cronico: Paciente que continla o vuelve a presentar baciloscopia o
cultivo positivo después de completar un retratamiento directamente
observado.

eCaso de tuberculosis resistente a rifampicina (TB-RR): Paciente con
tuberculosis activa en el que se aislan bacilos resistentes a rifampicina (RIF).

e Caso de tuberculosis multirresistente (TB-MR): Paciente con tuberculosis activa
en el que se aislan bacilos resistentes al menos a dos farmacos de primera
linea, generalmente isoniazida (ISO) y RIF.

eCaso de tuberculosis extermadamente-resistente (TB-XR): Paciente con
tuberculosis activa en el que se aislan bacilos resistentes a ISO, RIF, asi como a
todas las fluoroquinolonas y a por lo menos uno de tres medicamentos
inyectables de segunda linea (por ejemplo, amikacina, kanamicina o
capreomicina).
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1.2.2. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

El tratamiento de la tuberculosis es complejo (ver anexo 1). De hecho, consta de la utilizacion
concomitante de hasta cinco farmacos, por un periodo que oscila entre 6 a 20 meses, segun la
gravedad del caso. Este tratamiento pretende curar al paciente, evitar recaidas, prevenir
muertes, impedir la transmisidn y prevenir la resistencia bacteriana. En este contexto, es

ampliamente considerada la utilizacién de formulaciones en CDF.

Para asegurar al maximo la posibilidad de curacién sin recaidas, todo tratamiento deberia
asociar al menos 4 farmacos. En el caso que se trate de una recaida, estos no debieran haber
sido utilizados previamente. Al menos 2 de ellos deberian ser farmacos de primera linea o
esenciales, uno con buena actividad bactericida (capacidad de matar a los bacilos en
replicacion activa, que son los que provocan los sintomas y la muerte del paciente) y otro con
buena capacidad esterilizante (capacidad de matar a los bacilos en fases latentes, productores
de las recaidas). Como son los farmacos que van a curar al paciente, idealmente deberian
administrarse todo el tiempo que dure el tratamiento. Los otros dos farmacos, denominados
acompafiantes, no estdn en el régimen terapéutico para eliminar bacilos de una manera
especifica, sino para proteger a los farmacos “esenciales” del desarrollo de resistencia
microbiana. Tedricamente, estos fdrmacos “acompafiantes” se podrian suspender cuando se
haya conseguido la conversién bacterioldgica, sinébnimo de que existe una poblacién bacilar

muy reducida.

IM

Es importante destacar que si un farmaco “esencial” no se puede usar por resistencia o
toxicidad, debe ser reemplazado por otro con una accion similar (bactericida o esterilizante).
En la Tabla 1.2 se representa la capacidad bactericida, esterilizante y de prevencién de

resistencias de los diferentes farmacos, asi como su toxicidad.

Ademas de tener en cuenta los farmacos, en el tratamiento de la tuberculosis se debe tener en

cuenta el régimen y la modalidad de tratamiento.

En funcidén de lo expuesto previamente, el régimen terapéutico para el tratamiento de la
tuberculosis consta de dos fases. En la fase inicial, intensiva o esterilizante, los medicamentos
se administran en forma diaria. En la segunda fase, de consolidacion, los medicamentos se

podran administrar o bien diariamente, o tres veces por semana (trisemanal).

En relacién a la modalidad de tratamiento, el mismo puede ser directamente observado o
autoadministrado. En el tratamiento directamente observado el paciente se administra los

medicamentos bajo la supervision de otra persona, ya sea en el centro de salud al que
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concurre en forma diaria, o en su domicilio o su trabajo, si alguna persona designada visita
diariamente al paciente. Esta estrategia es el esquema promovido por la OMS desde 1995, ya
qgue se mejora la adherencia al tratamiento y baja el riesgo de aparicion de multirresistencia
debida a la toma irregular de los medicamentos y al abandono. En el tratamiento
autoadministrado, el paciente toma los medicamentos sin supervisién, y es el Unico
responsable de su correcta administracion. Este régimen terapéutico tiene un alto riesgo de
abandono de la medicacidon, lo que genera no sélo la persistencia de la tuberculosis en el
enfermo con la consiguiente posibilidad de seguir transmitiendo la misma, sino que es una de
las causas de aparicidn de resistencia a los fdrmacos, tanto para el paciente que abandona,

como para todos sus contactos.

En Argentina, la medicacidn antituberculosa es provista de manera gratuita por el Programa
Nacional para el Control de la Tuberculosis y Lepra (PNCTByL), el cual adhiere a la Estrategia

Alto a la Tuberculosis impulsada por la OMS.

Tabla 1.2. Actividad y toxicidad de los farmacos con actividad frente a M. tuberculosis, extraido
de Caminero Luna (14)

Actividad Prevencion de Actividad Actividad Toxicidad
resistencias bactericida esterilizante
Alta Rifampicina Isoniazida Rifampicina Acido para-
Isoniazida Rifampicina Pirazinamida aminosalicilico
Etambutol Moxifloxacino Etionamida
Levofloxacino Cicloserina
Linezolid
Moderada Estreptomicina Estreptomicina Linezolid Estreptomicina
Kanamicina Kanamicina Clofazimina Kanamicina
Amikacina Amikacina Bedaquilina* Amikacina
Capreomicina Capreomicina Delamanid* Capreomicina
Moxifloxacino Moxifloxacino Pirazinamida
Levofloxacino Levofloxacino
Etionamida Linezolid*
Cicloserina
Acido para-
aminosalicilico
Linezolid*
Baja Pirazinamida Etionamida Etambutol
Pirazinamida Rifampicina
Isoniazida

Moxifloxacino
Levofloxacino

* poca evidencia clinica que compruebe su actividad
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1.2.2.1. ADHERENCIA AL TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS

Si bien los regimenes terapéuticos recomendados por la OMS han demostrado ser sumamente
efectivos para prevenir y tratar la tuberculosis, la adherencia deficiente a la medicacién
antituberculosa es una de las principales barreras para su control mundial. La tuberculosis es
una enfermedad transmisible, por lo tanto, la adherencia deficiente a un tratamiento
prescripto aumenta los riesgos de morbilidad, mortalidad y farmacorresistencia en el orden

individual y comunitario (15).

La adherencia al tratamiento de la tuberculosis se refiere al grado de cumplimiento del
paciente en la administracion del régimen terapéutico establecido en cada fase del
tratamiento. En esto, debe considerarse el respeto del esquema posolégico, tanto en la

cantidad de unidades como el momento del dia establecido para la administracién (16).

Existen multiples factores que impiden la adherencia al tratamiento antituberculoso. Entre
estos se destacan factores socio-econdmicos, otros relacionados con el sistema, el equipo de

atencién sanitaria, la enfermedad, el tratamiento y el paciente.

Respecto a los factores relacionados con el tratamiento y que afectan la adherencia, cabe
destacar que el niumero elevado de comprimidos que deben administrarse, asi como su
toxicidad y los efectos adversos asociados con su uso pueden actuar como un obstdculo para la
continuidad del tratamiento. Como solucién a esta problemdtica, los tratamientos
directamente observados son una herramienta importante para asegurar la administracion del
medicamento y el contacto con el paciente para evidenciar situaciones de posible abandono.
Ademas, la asociacion de farmacos en CDF reduce el nimero de comprimidos a administrar,

mejorando la adherencia.

1.2.2.2. FARMACOS ANTITUBERCULOSOS

Para el tratamiento de la tuberculosis se cuenta con farmacos de primera y segunda linea.

Es mundialmente reconocido que los farmacos de primera linea, principales, o esenciales son
RIF, ISO, PIR, ETA y estreptomicina (EST) (3,4). Estos farmacos son efectivos en la mayoria de
los casos y logran la curacidn de los pacientes en un periodo de seis meses o mas, de acuerdo a
la categoria de la enfermedad. Tal como se observa en la Figura 1.1, estos antibidticos
presentan sitios de accién diferentes en la micobacteria, por lo que su combinacién genera una
accion mas potente. El tipo de accion, las dosis utilizadas y presentaciones comerciales de

éstos farmacos, se describen en la Tabla 1.3.
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ESTRUCTURA DE LA BLANCO
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Figura 1.1. Sitios de accidn de los principales farmacos antituberculosos, adaptado de Du Toit
et al. (38).

Tabla 1.3. Tipo de accidn, las dosis utilizadas y presentaciones comerciales de los farmacos de
primera linea utilizados en el tratamiento de la tuberculosis (3).

Farmaco Accion Dosis recomendada Presentacion
terapéutica -— comercial
Dosn:s dla’n? Qb . Dosis (via de
(dosis maxima) trisemanal QD AT
Isoniazida bactericida 5 mg/kg 10 mg/kg Comprimidos de 100 y
(300 mg) 300 mg (Oral)

Jarabe 2 % (Oral)
Solucion inyectable
2,5% (IV o IM)

Rifampicina bactericida 10 mg/kg 10 mg/kg Capsulas 300 mg (Oral)
(600 mg) Suspension 2% (Oral)
Polvo para solucién
inyectable 2% (IV)

Pirazinamida bactericida 25-30 mg/kg 35 mg/kg Comprimidos de 250
mg (Oral)
Etambutol bacteriostatico  15-20 mg/kg 30 mg/kg Comprimidos de 400
mg (Oral)
Estreptomicina bactericida 15 mg/kg * Polvo para solucién
(1000mg) inyectable 1 % (IM)

QD: quaque die, administrada una vez al dia.

IV: intravenosa

IM: intramuscular

*Estreptomicina no se utiliza en forma trisemanal
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Los farmacos de segunda linea son mas toxicos, mas costosos y menos activos contra cepas de
Mycobacterium sp. y se utilizan en caso de reacciones adversas y resistencia a farmacos de
primera linea, particularmente RIF o ISO. La adherencia a este régimen terapéutico es
fundamental, ya que formas mdas graves de tuberculosis agotan las posibilidades de
tratamiento y conllevan a la muerte. En la Tabla 1.4 se resumen los farmacos de segunda linea.
La clasificacidn en grupos se utiliza para facilitar la interpretacion en el disefio del tratamiento

farmacoldgico.

Tabla 1.4. Farmacos de segunda linea, recomendados para el tratamiento de TB-RR y TB-MR
(17)

A. Fluoroquinolonas Levofloxacina
Moxifloxacina
Gatifloxacina

B. Agentes inyectables de segunda linea Amikacina
Capreomicina
Kanamicina
Estreptomicina*

C. Otros agentes de segunda linea Etionamida/ protionamida
Cicloserina/terizidona
Linezolid
Clofazimina

D. Agentes complementarios (que no forman D1 PIR

parte del régimen basico TB-MR) ETA
dosis altas de ISO
D2 Bedaquiline
Delamanid
D3  Acido p-aminobsalicilico

Imipenem-cilastatina
Meropenem
Amoxicilina-acido clavulanico
Tioacetazona**

*estreptomicina puede sustituir otros agentes inyectables, cuando los aminoglucésidos o la

capreomicina no pueden utilizarse y la susceptibilidad de la micobacteria a estos antibidticos es alta.

**Por su toxicidad, antes de iniciar un tratamiento con tioacetazona se debe confirmar que el paciente

es VIH-negativo.

1.2.2.3.  FORMULACIONES EN COMBINACION A DOSIS FIJAS (CDF) EN EL
TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS

Las CDF contienen dos o mas farmacos de primera linea, vehiculizados en diferentes

presentaciones sélidas (comprimidos o capsulas) de liberaciéon inmediata. La OMS, en su

documento Tratamiento de la Tuberculosis: Directrices para los programas nacionales, detalla

una serie de combinaciones posibles (4).
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En Argentina el PNCTyL provee de las siguientes CDF, descriptas en la Tabla 1.5.

Tabla 1.5. Formulaciones en CDF disponibles en Argentina para el tratamiento de la
tuberculosis (3)

Asociacion Farmacos Dosis

Doble ISO+RIF 150 mg+300 mg
Triple ISO+RIF+ PIR 75 mg + 150mg + 400 mg
Cuddruple ISO + RIF +PIR + ETA 75 mg + 150mg + 400 mg+ 275 mg

La utilizacion de formulaciones en CDF, reduce significativamente el nimero de comprimidos
administrados. La Figura 1.2 ejemplifica el esquema terapéutico para un caso nuevo de
tuberculosis pulmonar (categoria Ill), considerando el uso de CDF o de farmacos separados.
Como se evidencia de la figura, en la fase intensiva el tratamiento con farmacos separados
requiere la administracién diaria de 12 unidades de comprimidos, mientras que con el

tratamiento en CDF la cantidad de unidades se reduce a 4.

e o FASE DE
UNA ADMINISTRACION DIARIA CONSOLIDACION
UNA HORA ANTES O DOS HORAS (4 MESES)

DESPUES DE LAS COMIDAS

Q
"zl .S S £,
Cuddruple asociacion o £Y
ISO (75 mg) + RIF (150 mg) Doble asociacién 1

\+PIR (400 mg) +ETA (275 mg) | | =
B A NSO %
RIF 1SO S g
(300mg)  (300mg) 2a
Paciente tuberculoso ?¢ — _E §
(masa corporal > 55 Kg) -_— O A RIF 1SO E o
Y A PIR -8

| (400 mg) (250mg) /| ),

Figura 1.2. Ejemplo de un esquema terapéutico para un caso nuevo de tuberculosis
pulmonar (categoria lll), considerando el tratamiento en CDF o con farmacos separados.

Las formulaciones en CDF presentan multiples ventajas respecto de las formulaciones
separadas. Entre éstas, se destaca que las CDF mejoran la adherencia del paciente al
tratamiento, previenen la monoterapia lo cual conllevaria a la aparicién de resistencia,

simplifican el tratamiento, minimizan los errores de prescripcidon y mejoran el cumplimiento
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del paciente. Sumado a esto, se simplifican el manejo del stock y el proceso de distribucion de

la medicacion (4,18).

La provisiéon confiable de productos de alta calidad en CDF es una parte esencial del
tratamiento de la tuberculosis. En algunos paises del mundo, la escasez de estos productos es
frecuente, vinculada por lo general a problemas financieros, sistemas de adquisicién
deficientes y manejos inadecuados, y, aunque la escasez de estos medicamentos no es el Unico

problema, sus consecuencias son extremadamente serias.

La OMS y la Unidon Internacional contra la Tuberculosis y enfermedades Pulmonares
recomiendan que soélo se usen CDF cuya biodisponibilidad y bioequivalencia hayan sido
demostradas (4), por lo que su calidad fisicoquimica y biofarmacéutica es un problema de

relevancia a nivel mundial.

La calidad de las CDF y la biodisponibilidad reducida de RIF en ciertas formulaciones, respecto
de la administracion de las formulaciones individuales por separado, es el mayor impedimento
para la generalizacion del uso de las CDF en la terapia de la tuberculosis. La calidad de las CDF
responde a factores multiples y criticos, que afectan los procesos farmacéuticos y
biofarmacéuticos en los sistemas de liberacién inmediata. Ademas, el problema de la calidad
de las formulaciones conteniendo RIF no se limita solo a las CDF, sino que se extiende también
a las formulaciones individuales, poniendo de manifiesto que la contribucidn de los problemas

farmacéuticos es predominante.

Uno de los motivos por el cual la biodisponibilidad de RIF en inaceptable, es por su
degradacion en el entorno acido del medio estomacal, favorecida por la presencia de ISO en la
CDF. Esta descomposicién ha sido demostrada ampliamente. Estudios in vitro han demostrado
que los niveles de RIF se reducen hasta un 50% de la dosis cuando la CDF permanece en HCI
0,1 M durante 3 h (19). Niveles plasmaticos sub-terapéuticos de RIF, ocasionados por
productos de calidad deficiente, podrian aumentar el riesgo de resistencia, en vista de que su
actividad es altamente dosis-dependiente (20,21) y su mecanismo de resistencia se desarrolla

en un Unico paso (22).

1.2.2.4. QUIMIOPROFILAXIS DE LA TUBERCULOSIS

La quimioprofilaxis antituberculosa es la quimioterapia especifica empleada con finalidad
preventiva para evitar el desarrollo de la enfermedad en un sujeto sano infectado con riesgo

de padecer tuberculosis.
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La quimioprofilaxis, se realiza habitualmente con una toma matutina y en ayunas, de 1SO
durante 6 meses, utilizando la misma posologia que para el tratamiento de la enfermedad (3).

También se han descripto pautas de ISO + RIF durante 3 meses, con similar eficacia (14).

Recientemente, se han realizado ensayos clinicos para evaluar una quimioprofilaxis mas
sencilla, con una dosis semanal durante 3 meses, de ISO y rifapentina (una rifamicina con larga
vida media y los mismos problemas de estabilidad en medio acido que RIF (23)). Se trataria,
por lo tanto, de solo 12 dosis de este tratamiento, que tendria una eficacia similar a los 9

meses de I1SO (14).

1.3. PROPIEDADES MAS RELEVANTES DE LOS FARMACOS
USADOS EN EL TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS

RIF e ISO son farmacos antituberculosos de primera linea que, por su efectividad, estan
presentes a lo largo de todo el tratamiento. Sin embargo, el problema de estabilidad de RIF en
medio 4cido estomacal, acelerado por la presencia de ISO en la CDF conlleva a fallas en el
tratamiento. Dada la relevancia de este inconveniente, es de interés abordar el desarrollo de

una formulacién superadora en CDF de éstos farmacos.

A continuacidn se describen las propiedades mas relevantes de RIF e I1SO.

1.3.1. RIFAMPICINA

RIF (Figura 1.3) es un potente antibiotico, activo contra ciertas bacterias gram positivas, gram
negativas y todas las poblaciones de bacilos tuberculosos y otras micobacterias. Es efectiva
contra bacilos que se encuentran en rapida divisién en lesiones cavernosas extracelulares, asi
como también contra microorganismos en estado latente, como los que se encuentran en
lesiones caseosas y macrdfagos. Se une a la subunidad B de la RNA-polimerasa procariote
dependiente de DNA, por lo que inhibe la unién de esta enzima al DNA y bloquea la
transcripcién (24). Tal como lo recomienda la OMS, es el principio activo clave en el

tratamiento combinado de tuberculosis y lepra.
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Figura 1.3. Estructura molecular numerada de RIF (PM=822,95g/mol).

RIF presenta dos polimorfos cristalinos anhidros (formas | y Il) y también se encuentra en
forma amorfa. Adicionalmente, existe una forma monohidrato, un dihidrato y un pentahidrato
(25,26). De acuerdo al proveedor, el material a granel disponible comercialmente de RIF,
puede ser un polimorfo puro o contener una mezcla de las formas cristalinas o amorfa (27), y

por ello, es importante su caracterizacién.

RIF es estable en estado sélido, cuando se lo conserva en recipientes cerrados a temperatura
ambiente bajo proteccién de la humedad, la luz y el oxigeno. Sin embargo, en soluciones
acidas hidroliza rdpidamente, mientras que en condiciones neutras, la hidrélisis es

relativamente lenta.

RIF es una molécula zwiteridnica, con un pKa; de 1,7, asociado al grupo hidroxilo en el C4 y un
pKa, de 7,9 relacionado con el N-CH; del anillo piperazina. Ya que RIF tiene capacidad de
ionizarse tanto a pHs acidos como bdsicos, su solubildad es pH dependiente (Figura 1.4) y
minima entre pHs 3 y 8 (entre 0,64 y 5,44 mg/mL; segun lo informado por Becker et al (26)).
Cabe destacar que a nivel del tracto gastrointestinal, RIF solo es soluble en el estomago (28),

donde el pH oscila, en estado de ayuno, entre 1y 3.
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Figura 1.4. Solubilidad (S) de RIF en diferentes medios biorrelevantes. Extraido de
Panchagnula et al (28). La curva indica predicciones de solubilidad tedrica, basadas en los
datos experimentales y los valores de pKa de RIF. (W ) Solubilidad en HCI 0,IN; (@ )
Solubilidad en HCI 0,01N; (%) Solubilidad en medio intestinal simulando el estado
pospandrial (FeSSIF, por sus siglas en inglés); (A) Solubilidad en medio intestinal simulando
el estado de ayuno (FaSSIF, por sus siglas en inglés); (@ ) Solubilidad en soluciéon reguladora
de fosfato pH 6,8.

RIF presenta un log P de 4,2. A su vez presenta alta permeabilidad intestinal, tanto en animales
de experimentacidon (29) como en humanos (30). Debido a que RIF es sustrato de la
glicoproteina-P, su absorcidon depende de la saturacién de éstas proteinas de eflujo en el

intestino delgado. En consecuencia, su absorcion es dependiente de la dosis (31).

Teniendo en cuenta que RIF presenta baja solubilidad en relacién la dosis (solubilidad pH-
dependiente) y alta permeabilidad intestinal, se lo se ha clasificado como un farmaco clase Il,

segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (26).

La estabilidad de RIF en soluciones acuosas a diferentes pHs ha sido ampliamente estudiada y
los productos de degradacién obtenidos se resumen en la Figura 1.5. Como otras rifamicinas,
RIF sufre desacetilacion ante un tratamiento con alcalis, transformandose a 25-desacetil-

rifampicina, sin perdida sustancial de la actividad antibacteriana (25).

En soluciones acuosas alcalinas y en presencia de oxigeno atmosférico, a temperatura
ambiente, RIF se degrada a rifampin-quinona. Esta reaccién puede ser prevenida usando

ascorbato de sodio. Bajo las mismas condiciones, y a 60-70°C, RIF se degrada en varios
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productos, siendo 25-desacetil-rifampicina, 25-desacetil-21-acetilrifampicina y 25-desacetil-23-

acetilrifampicina los principales (25).

Las reacciones de degradacién en medio acido han sido las mds estudiadas por ser de
relevancia en condiciones fisioldgicas. En este medio, RIF hidroliza a 3-formilrifampicina
(3FRSV) (2,5,19). La presencia de ISO favorece esta descomposicién, ya que reacciona con
3FRSV formando isonicotinil hidrazona (IH). Este tema va a ser abordado en mayor

profundidad en el Capitulo 4.

La degradacion de RIF, también se ha descripto en condiciones de el almacenamiento, cuando
estan presentes PIR y ETA. Estos farmacos pueden formar parte de la CDF en la cuadruple
asociacion y son higroscopicos. El aumento de humedad en la forma farmacéutica sdlida
genera un entorno de hidrdlisis acida, lo que favorece la reaccién entre RIF e ISO (32). Por ello,
resulta importante la separacidn fisica de RIF e I1SO en la forma farmacéutica de la cuadruple

asociacion.

acido (pH 1-3); 20-
37°C

pH 8,2; 20-22°C

NaOH 5% en etanol:
agua (1:1); 20-22°C

rifampicina

rifampicina

pH 8,2; 60-70°C

acetilrifampicina

Figura 5. Vias de degradacion quimica de RIF en soluciones acuosas y productos de
degradacion formados. Extraido de Gallo y Radaelli (25).

RIF se puede administrar por via oral (en forma de suspensién, capsulas rigidas o comprimidos)
o parenteral (solucién inyectable preparada a partir del polvo liofilizado). Luego de la
administracién oral de RIF, se ha reportado ampliamente la alta variabilidad interindividual en

la C...x alcanzadas en ensayos clinicos en adultos y nifios, ya sea sola o en CDF con ISO. RIF se
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distribuye ampliamente en la mayoria de los tejidos y fluidos corporales, incluidos los
pulmones, el higado, los huesos, la saliva y los fluidos pleurales y periféricos. Penetra en las
meninges inflamadas, y alcanza concentraciones importantes en el liquido cefalorraquideo. RIF
se une aproximadamente en un 80% a proteinas. Ademads, se metaboliza en el higado a un
metabolito activo, desacetil-RIF, via desacetilacién y experimenta circulacidon enterohepatica
con reabsorcion significativa. Puede producirse competencia entre RIF y bilirrubina para las
vias excretoras del higado, lo que puede llevar a hiperbilirrubinemia en los dias iniciales del
tratamiento. La excrecion del farmaco y su metabolito ocurre primariamente por via biliar (30-
40%). Hasta el 30% de la dosis se excreta en la orina, de la cual, la mitad de ésta proporcion lo
hace de forma inalterada. La semivida de eliminacidn en adultos es de 3 a 5 horas, pero
disminuye con el uso prolongado debido a la induccién del metabolismo hepatico del complejo

CYP450 (24).

Tal como se menciond previamente, el principal problema de la farmacoterapia de Ia
tuberculosis es la baja y variable biodisponibilidad oral de RIF. Este inconveniente estd
relacionado, principalmente, con las diferencias en la humectabilidad y la velocidad de
disoluciéon del sélido debido a su solubilidad dependiente del pH, su hidrofobicidad y las
diferentes propiedades de los polimorfos de RIF existentes. La influencia de los excipientes en
el desempefo de la forma farmacéutica, la variabilidad interindividual en la absorcién y el
metabolismo de RIF, estan asociados con problemas de biodisponibilidad de RIF (26,32).
Adicionalmente, su degradaciéon a pH gastrico, acelerada por la presencia de ISO en la
formulacion, también tiene un impacto significativo en la biodisponibilidad de RIF (32).
Pacientes que presenten niveles plasmaticos sub-terapéuticos de RIF tienen mayor riesgo de
desarrollo de resistencia microbiana, lo que conlleva a tratamientos mds toxicos y costosos asi

como también menos eficaces.

Por lo anteriormente expuesto, se considera que RIF es un “farmaco problema”, y mejorar su

desempefio biofarmacéutico es un importante desafio.

1.3.2. ISONIAZIDA

Como se menciond previamente, ISO es un antimicrobiano clave en el tratamiento de la
tuberculosis. Presenta accién bactericida o bacteriostatica, dependiendo de su concentracién
en el sitio de infeccién y la suceptibilidad bacteriana. Su accidn es bactericida, si los bacilos se
encuentran en rdpida division en lesiones cavernosas extracelulares, mientras que es

bacteriostatico, si los microorganismos se encuentran en estado latente, tales como los que
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estan en lesiones caseosas y macrdofagos. Su mecanismo de accidén estd relacionado con la
inhibicidn enzimatica, y principalmente interfiere en la sintesis de acido micélico alterando la
formacidn de la pared bacteriana. Sin embargo, no esta bien definida la accidon antimicrobiana

exacta (33).

ISO no presenta polimorfismo ni forma hidratos. A partir de su sintesis, se forman cristales de

habito ortorrémbico (34,35).

ISO es estable en soluciones acuosas de pH menores a 8, sin embargo en soluciones alcalinas, y
en condiciones aerdbicas, hidroliza a dcido isonicotinico, isonicotinamida y 1,2 diisonicotinoil
hidracina. La reaccién del grupo hidrazina con aldehidos y cetonas tales como azlcares y
cetoacidos, que conllevan a la formacion de hidrazonas es de particular interés. De hecho, hay
reportes que demuestran que ISO en jarabe reacciona con la glucosa libre, por lo que los
autores recomiendan el uso de sorbitol en reemplazo de sacarosa (34). También se ha
demostrado que, cuando se formula en comprimidos, interacciona con lactosa y otros azlcares

deoxidantes, lo que trae consecuencias en la biodisponibildiad del farmaco (35).

También ha sido informado el acomplejamiento de ISO con iones metalicos, lo que conlleva a
la necesidad de utilizar agentes quelantes para evitar la degradacion de ISO cuando las

soluciones son autoclavadas (34).

Otra consideracidn relevante es la inestabilidad de ISO en plasma humano o de conejo, incluso
a temperaturas de heladera (34). Esto implica la evaluacién de la integridad de ISO en

muestras bioldgicas, en las condiciones de manipulacion.

ISO es facilmente soluble en agua (125 mg/mL) y en las soluciones reguladoras de relevancia

biofamacéutica (35).

Tal como se muestra en la Figura 1.6, 1ISO es una molécula zwiteridnica (PM=137,14g/mol), con
tres grupos ionizables. Los valores de pKa determinados a 20 °C fueron de 1,8 para el N del
anillo piridina, 3,5 para el NH;" del grupo hidrazida y de 10,8 para la desprotonacion del NH del
grupo hidrazida. El anién se estabiliza por resonancia (35). Fisioldgicamente, el farmaco se

comporta como base débil.
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Figura 1.6: Equilibrios acido-base de ISO.

El log P de ISO, determinado en octanol/solucion reguladora de pH 7,4, es de 1,1. Mariappan
et al. (29) demostraron, en un estudio en ratas, que ISO es poco permeable en el estémago y
gue su principal sitio de absorcidn se encuentra en el intestino. La menor permeabilidad en el
estdmago se puede explicar en base a la protonacién de ISO en medio 4cido debido a sus
propiedades de base débil. Por otra parte, los datos de absorcidon oral son inconclusos,

sugiriendo que este farmaco esta en el limite entre las clases | y IIl (35).

ISO se administra con mayor frecuencia por via oral (en comprimidos o solucién oral de
preparacion magistral) pero también se puede administrar por via intramuscular (33). Se
distribuye en todos los tejidos y fluidos corporales, penetra en las meninges inflamadas y logra
niveles terapéuticos en el liquido cefalorraquideo. Atraviesa la placenta y se distribuye en la
leche materna. No esta significativamente ligada a las proteinas plasmaticas. Se metaboliza en
el higado, principalmente a través de la acetilacién, formando sustancias inactivas. La semivida
de eliminacién es de 1 a 4 horas, dependiendo de la tasa de acetilacion del paciente. A su vez,
la relacion de eventos farmacocinéticos/farmacodinamicos de ISO indican que su actividad es
dependiente de la concentracion (36), sin embargo, la efectividad del farmaco no parece
alterarse si se administra una sola vez al dia. Aproximadamente el 75% del farmaco y sus

metabolitos se excretan en la orina. El resto se excreta en las heces, la saliva y el esputo (33).

Los alimentos disminuyen la velocidad y la cantidad de ISO absorbida, cuando se administra
por via oral, lo que estd asociado a reacciones de degradaciéon o acomplejamiento con sus

componentes (33).

1.4. INNOVACION EN EL TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS

Existe una escasa investigacion de la industria farmacéutica en el desarrollo de nuevos
tratamientos contra la tuberculosis. Por una parte, aportes en el disefio de nuevos antibidticos,
el cual es un proceso muy costoso y lento, intentan superar la resistencia a los farmacos,

acortar el curso del tratamiento y reducir las interacciones medicamentosas con las terapias
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antirretrovirales (37). Por otra parte, los farmacos antituberculosos de primera linea siguen
siendo eficaces. La superacién de los principales inconvenientes tecnoldgicos de estos agentes
terapéuticos, tales como la baja solubilidad, la inestabilidad acuosa y la variable y baja

biodisponibilidad, es el principal objetivo de la tecnologia farmacéutica.

Con el propésito de optimizar los tratamientos, se estan realizando avances en el disefio de
nuevos sistemas de liberacion modificada a fin de reducir la frecuencia de administracion o de

vectorizar los farmacos hacia el sitio de infeccidn para disminuir efectos adversos.

La literatura cientifica describe algunos sistemas potencialmente utiles para la liberacion
modificada de farmacos antituberculosos (38), en particular, sistemas de liberacién modificada
para administracién oral (12,39,40), y micro-nano particulas para administracion pulmonar
(18-20). Ademas, hay sdlo una patente de una composicion farmacéutica de farmacos
antituberculosos y su procedimiento para su preparacién (44). Sin embargo, ninguno de estos

desarrollos se encuentra comercialmente disponible.

1.5. SISTEMAS DE LIBERACION MODIFICADA DE FARMACOS

Dentro de las nuevas estrategias de formulacién, podemos mencionar los sistemas de

liberacion modificada.

La Farmacopea Argentina 7 Ed. define a las formas farmacéuticas de liberacion prolongada
como aquellas en las que la liberacién del farmaco se produce durante un periodo de tiempo

prolongado después de su administracion.

La Farmacopea de Estados Unidos (USP 39) utiliza el término liberacion modificada (modified
release) para referirse a formas farmacéuticas en las que sus caracteristicas de disolucion son
moduladas en el tiempo o en el espacio, a los fines de cumplir con objetivos terapéuticos o de

conveniencia, que no son alcanzados con las formulaciones farmacéuticas convencionales.

La ubicacidn espacial se relaciona con la orientacidon del fdrmaco hacia un érgano o tejido
especifico, mientras que el suministro temporal hace referencia al control de la velocidad con

la que éste llega al tejido blanco.

En el desarrollo de esta Tesis, haremos referencia al término “liberacién modificada” descripto

en USP 39, por considerarlo mas amplio e inclusivo de todas las aplicaciones descriptas.
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Las formas farmacéuticas de liberacion modificada incluyen a los sistemas de liberacidon
retardada (delayed release), liberacién extendida (extended release) y liberacion sitio-

especifica.

Las formas farmacéuticas de liberacion retardada presentan una cubierta entérica que evita la
liberacion del farmaco, hasta que el sistema (comprimido, granulo o cdpsula) haya pasado a
través del estdmago. Esto, evita la degradacién del farmaco por los jugos gastricos o la
irritacion de la mucosa gastrica. Ademas, facilita el transito gastrointestinal a farmacos que son

mejor absorbidos a nivel intestinal (45).

Las formas farmacéuticas de liberacion extendida o prolongada se formulan de tal manera
gue hacen que el farmaco contenido esté disponible durante un periodo de tiempo
prolongado después de la ingestion. También se han utilizado expresiones tales como "accién
prolongada”, "accion repetida" y "liberacién sostenida" para describir tales formas de
dosificacidn. Estos sistemas permiten reducir la frecuencia de administracion, disminuyendo la
velocidad de liberacion del fdrmaco desde la forma farmacéutica a través del tracto

gastrointestinal.

Las formas farmacéuticas de liberacion sitio-especifica son aquellas donde el farmaco estd

dirigido a una determinada localizacién biolégica (46).

La investigacion en Tecnologia Farmacéutica también contempla la posibilidad de dirigir al
principio activo hacia un tejido u drgano diana, evitando la indiscriminada distribucion tisular
que sufren los farmacos en una terapia sistémica convencional. Esta distribucidon no selectiva
es responsable de provocar efectos adversos. Una de las estrategias propuestas para conseguir
vectorizar el farmaco y dirigirlo hacia el tejido o incluso célula diana es el empleo de
transportadores de farmacos, es decir, el uso de determinadas sustancias (excipientes) que
lleven el principio activo al lugar de accién de forma selectiva y mayoritaria (47). Entre los
numerosos sistemas transportadores investigados actualmente, los que suscitan mayor interés

son los liposomas, nanoesferas, nanocdpsulas y dendrimeros (48,49).

Las formas farmacéuticas de liberacion segregada, no estan codificadas ni en Farmacopea
Argentina ni en la USP. Estas hacen referencia a aquellas formulaciones de dos o mas farmacos
qgue se liberan en distintas regiones del tracto gastrointestinal, de manera que se evite el
contacto entre ellos. Este tipo de sistema, es Util para vehiculizar combinaciones de farmacos

incompatibles.



22

Laura Carolina Luciani Giacobbe

En general, existen ciertas ventajas relacionadas con el desarrollo de sistemas de liberacion

modificada (50), tales como:

e Reduccién de la frecuencia de dosificacion;

e Uniformidad del efecto terapéutico;

e Mejora del cumplimiento del tratamiento por parte de los pacientes;
e Reduccidn de las fluctuaciones en las concentraciones plasmaticas;

e Liberacidn sitio-especifica en el tracto gastrointestinal;
Entre las desventajas podemos citar:

e Riesgo de falla del sistema de liberacion modificada, conduciendo a una liberacién
masiva de la dosis;

e Riesgo de acumulacién del fdrmaco en el sistema circulatorio;

e Falta de reproducibilidad del efecto terapéutico;

e Problemas asociados a la manipulacién incorrecta;

e Mayor costo de disefio y produccién;

1.5.1. DISENO DE SISTEMAS PORTADORES DE FARMACOS

La racionalizacidon del disefio de medicamentos se sustenta en las metas predeterminadas para
lograr Optima eficacia, con maxima seguridad y confiabilidad. Esto permite dotar al
medicamento de los atributos que garantizan su utilidad: identidad, pureza, potencia,

estabilidad, eficacia, seguridad y confiabilidad.

Los siguientes, se pueden sefialar como objetivos mds importantes que persigue el disefio de

una formulacién de liberacién modificada (47):

e Administracién por la via mas adecuada y en la dosis exacta.

e Asegurar la estabilidad del producto durante un tiempo perfectamente estudiado y
establecido (tiempo de caducidad o periodo de validez).

e Posibilitar una administracién cémoda (baja frecuencia de administracién) y lo menos
desagradable posible, mejorando las caracteristicas organolépticas del farmaco, con el
fin de favorecer el mantenimiento de la pauta terapéutica.

e Posibilitar la administraciéon segura de principios activos utilizados en dosis muy

reducidas, asegurando homogeneidad de la dosis en las distintas unidades.
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e Proteger el farmaco de los agentes externos, tanto medio ambientales (oxigeno,
humedad, entre otros) como fisiolégicos (por ejemplo, jugo géstrico).

e Suministrar el fdrmaco a una velocidad necesaria para alcanzar y mantener niveles
sanguineos constantes. Esto implica que la velocidad de liberacién del farmaco debe
ser constante e independiente de la cantidad que permanece en la forma
farmacéutica.

e Dirigir selectivamente el principio activo a determinados érganos o tejidos.

e Optimizar acciones farmacolégicas y reducir efectos adversos.

1.5.2. TIPOS DE SISTEMAS DE LIBERACION MODIFICADA

Se disponen de formulaciones de liberacion modificada para diferentes vias de administracion,

pero las destinadas a la via oral son las mas estudiadas (51,52).

Existen diferentes criterios para clasificarlas, segun la via de administracién, el mecanismo de
liberacion o de acuerdo al sistema tecnoldégico empleado (53). Segun este ultimo criterio, los
principales sistemas pueden dividirse en monoliticos o matriciales, sistemas de reservorio o

controlados por membranas, de bomba osmdtica y de intercambio idnico.

A continuacion se describen las principales caracteristicas (54).

1.5.2.1.  SISTEMAS MONOLITICOS O MATRICIALES:

Estos sistemas se caracterizan por tener el principio activo uniformemente distribuido en el
seno de un polimero ya sea como suspension o como disolucidn. La liberacidon se produce
mediante mecanismos de disolucién, difusion o erosién, siendo frecuente que coincidan dos o
tres a la vez. Pueden dividirse en tres grupos, segun la naturaleza del polimero que forme la

matriz:

a) Matrices hidrofilicas;
b) Matrices lipidicas

c) Matrices de polimeros insolubles.

Las matrices hidrofilicas se obtienen mezclando el principio activo con polimeros hidrofilicos
(derivados de celulosa, alcohol polivinilico, gelatina, goma xantan, carbomer, entre otros) de
forma que, en presencia de medios acuosos, son capaces de hincharse formando una capa
hidratada (hidrogel) viscosa. Esta capa controla la difusion de agua hacia el interior y la

difusion del farmaco (que primero debe mojarse y disolverse) hacia el exterior de la matriz.
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Paralelamente, la zona mas externa de la capa hidrogel puede erosionarse. La velocidad de

este proceso depende de la naturaleza del polimero.

Por lo tanto, la velocidad de liberacién del farmaco desde estos sistemas es controlada por
procesos de difusiéon y erosion y puede modularse, por ejemplo, mediante la seleccidn

adecuada de mezclas de polimeros.

A partir de estos sistemas, se pueden formular comprimidos o capsulas de gelatina rigida.
Cuando una de estas formas farmacéuticas entra en contacto con un medio acuoso como
puede ser el medio gastrico o intestinal, se produce la hidratacidn practicamente instantanea
de las moléculas mas superficiales que forman la interfaz sélido-liquido, dando lugar a
continuacién a la formacién de una capa muy viscosa. Conforme va penetrando el agua en el
sistema, la capa de gel va experimentando un progresivo aumento de volumen. Poco a poco, la
capa exterior sufre paulatinamente un proceso de erosién. El proceso concluye con una total
gelificacion del sistema y con la liberacion completa del principio activo por difusién, por

erosién o por una mezcla de ambos fendmenos.

Las matrices lipidicas contienen el principio activo disperso en una matriz insoluble,
preparandose por compresion directa, compactacion entre rodillos o granulacién mediante
fusién en caliente, a partir de una mezcla pulverulenta. La liberacién depende de la disolucién
de un agente de canalizacién, tal como cloruro de sodio, que va formando una matriz porosa
de capilares tortuosos embebidos de fluido gastrointestinal en el que va liberandose el

farmaco.

Las matrices de polimeros insolubles contienen el principio activo embebido dentro de un
polimero inerte e insoluble en el medio gastrointestinal. Este sistema, ha sido comparado por
muchos autores con una esponja. El farmaco puede estar en forma dispersa como una
suspensidn o puede estar disuelto en el polimero. Al igual que para las matrices lipofilicas, la
liberacion del farmaco estd regulada por la porosidad y tortuosidad de la matriz, y para su

liberacidn, se requiere de procesos de disolucidn/difusion.

1.5.2.2. SISTEMAS DE RESERVORIO O DE LIBERACION CONTROLADA POR UNA
MEMBRANA

La parte del sistema que modifica la velocidad de liberacion, es una membrana a través de la
cual el farmaco puede difundir (50). Esta membrana debe volverse permeable para permitir la

salida del farmaco, por ejemplo, mediante hidratacion con fluidos del tracto gastrointestinal.
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Cabe aclarar que dichas membranas poliméricas no son disefiadas para hincharse ni
erosionarse. En las formulaciones de liberacion modificada para la via oral el proceso de

liberacion sigue las siguientes etapas:

1. Eljugo gastrico o intestinal permea a través de la cubierta hacia el interior.

2. El principio activo se disuelve y, si hay una cantidad suficiente, se alcanza la
concentracidn de saturacion.

3. El principio activo disuelto difunde a través de la cubierta hacia el exterior.

4. Si permanece la concentracién de saturacién del principio activo, su velocidad de
liberacion es constante (cinética de orden cero), y posteriormente la velocidad de
liberacion decrece exponencialmente (cinética de primer orden). Basicamente, el agua

entray el farmaco sale.

El espesor y el tipo de material que constituye la membrana afecta la velocidad a la cual los

fluidos bioldgicos son capaces de penetrar el sistema.

Los materiales que suelen utilizarse para la elaboracion de la cubierta son principalmente,
polimeros como etilcelulosa, metilcelulosa, polivinilacetato, polimetacrilatos,

carboximetilcelulosa sddica, polietileno y diversas ceras (55).

1.5.2.3.  SISTEMAS CON CUBIERTAS ENTERICAS

Una clase especial de sistema de liberacién controlada por una membrana es el caso de las
cubiertas entéricas. Un comprimido cubierto entéricamente permanece intacto en el
estdmago vy libera sus ingredientes recién cuando alcanza el medio intestinal. La cubierta
entérica puede ser de tres tipos: dependiente del pH, del tiempo o de las enzimas. En el primer
caso, la cubierta, insoluble a pH acido, se disuelve a pHs cercanos a la neutralidad, en el medio
intestinal. Las cubiertas dependientes del tiempo se erosionan por la humedad durante el
transito gastrointestinal, mientras que las que dependen de las enzimas, se degradan por la
accion  hidrolitica de las enzimas intestinales. Entre los materiales utilizados para el
recubrimiento entérico de comprimidos y cdpsulas, se encuentran grasas, acidos grasos, ceras,

goma laca y polimeros gastroresistentes, tales como el acetato-ftalato de celulosa (54).

1.5.2.4.  SISTEMAS CON BOMBAS OSMOTICAS

Son sistemas compuestos por un nucleo de farmaco rodeado por una membrana polimérica
selectiva al agua. La membrana permite el paso del agua pero no el del fdrmaco. La membrana

polimérica presenta una pequefia apertura (0,4 mm de didmetro). Cuando el sistema entra en
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contacto con los fluidos del tracto gastrointestinal, la membrana semipermeable permite la
entrada de agua, disolviendo o suspendiendo el fdrmaco que estd en el interior. A medida que
ingresa mayor cantidad de agua, la presién en la capa osmética aumenta y ésta bombea la
solucion (o suspensidn) del principio activo hacia el exterior del sistema a través del orificio

(45).

La velocidad de liberacidn del farmaco puede alterarse por cambio del drea superficial, ancho

o composicion de la membrana o por el cambio del didmetro del orificio.

Generalmente, como materiales de membrana se utilizan alcohol polivinilico, poliuretano,

acetato de celulosa, etilcelulosa, cloruro de polivinilo (54).

1.5.2.5.  SISTEMAS DE INTERCAMBIO IONICO

El intercambio idnico es una forma atractiva de controlar la liberacidon de un principio activo,
por cuanto que este proceso se encuentra condicionado por la concentracion idnica del medio.
A nivel del tracto gastrointestinal, dicha concentracién se puede considerar mas constante que
la de otros fluidos bioldgicos, a pesar de la influencia que tienen la cantidad de liquido

ingerido, la naturaleza de los alimentos, el contenido gastrointestinal, entre otros (54).

Las resinas intercambiadoras de iones son polimeros insolubles que contienen grupos
anidnicos o catidnicos situados en determinadas posiciones repetitivas de las cadenas que
conforman la resina. La resina anidnica o catidnica, seleccionada segun la naturaleza del
principio activo, se carga al ponerla en contacto con una solucién que contiene el principio
activo. En esta resina cargada se producen los siguientes procesos cuando se expone frente a

una solucidn idnica:
Resina (N(CH3))*X- + Z- <=> Resina (N(CH3))*Z- + X-
Resina (503)-A* + B+ <=> Resina (503) B+ + A*

Una forma mds completa de expresar los procesos de intercambio idnico en el estémago se

representa en el siguiente esquema:
Resina (N(CH3))+X- + HCI <=> Resina (N(CH3))*Cl- + HX
Resina (503)-A++ HCl <=> Resina (S03) H+*+ ACI
Y en el intestino:

Resina (N(CH3))*X- + NaCl <=> Resina (N(CH3))*CI- + NaX
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Resina (503)-A++ NaCl <=> Resina (S03) Na*+ ACI

Estos sistemas pueden ser comprimidos, recubiertos, encapsulados, combinados con otros
polimeros o suspendidos en vehiculos acuosos. El proceso de liberacidn del farmaco esta
influenciado por el grado de reticulacién y el tamafio de particula de la resina, asi como

también la fuerza iénica del medio (54).

1.5.3. SISTEMAS MULTIUNITARIOS

Bajo la denominaciéon de sistemas multiunitarios se han descripto aquellos sistemas que
permiten vehiculizar en una unidad de dosificacion farmacos incompatibles o el mismo
farmaco pero con diferentes propiedades de liberacién. A continuacién se mencionan los mas
importantes: comprimidos multicapa; comprimidos con cubierta compactada o recubiertos por

compresion; y capsulas.

1.5.3.1. COMPRIMIDOS MULTICAPA

Un comprimido multicapa esta constituido por diferentes mezclas de sélidos, dispuestos uno
sobre otro en varias capas paralelas. Se utilizan para incorporar en un mismo comprimido
sustancias incompatibles fisica o quimicamente, como por ejemplo el clorhidrato de fenilefrina
y el acido ascorbico mezclados con paracetamol, o bien para producir formas de accion
prolongada. Para producir este tipo de comprimidos se requieren comprimidoras especiales,
que realizan una precompresién de las capas individuales y finalmente comprimen el conjunto

de capas para dar lugar a un comprimido estratificado (54).

1.5.3.2.  COMPRIMIDOS CON CUBIERTA COMPACTADA O RECUBIERTOS POR
COMPRESION

La tecnologia del recubrimiento por compresién consiste en la compactacién, mediante
comprimidoras especiales, de material granular alrededor de un nucleo comprimido. El
producto final es un comprimido dentro de otro. Este procedimiento no es muy utilizado pero
tiene indudables ventajas en el recubrimiento de comprimidos conteniendo principios activos
sensibles al agua, a los solventes orgdnicos o al calor. Ademas, permite separar fisicamente
principios activos incompatibles o bien formular un mismo principio activo con distintas
propiedades de liberacion (liberacion en distintos tramos del tracto gastrointestinal o a

diferentes velocidades) (54,56).

Las mdquinas de recubrimiento por compresidon constan de dos tolvas, para transferir a la

matriz los nucleos y el material de recubrimiento. Deben incluir un dispositivo especial que
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permita centrar el nlcleo para asegurar un recubrimiento uniforme. La tecnologia de
recubrimiento por compresion en un solo paso, mas conocida por su nombre en inglés (one-
step dry-coated Tablet, OSDRC) se basa en una maquina que realiza la compresion del nucleo y
su posterior recubrimiento mediante una segunda compresién, en una misma matriz,
asegurando el correcto centrado del nucleo (56). Utilizando equipos apropiados es posible
cargar nucleos preelaborados (comprimidos) sobre un lecho de polvo que luego se rellena con
el resto del material de la capa externa y se comprime (Figura 1.7). Es un procedimiento cuya
puesta a punto es delicada, ya que se requiere una adecuada adherencia entre el nucleo y el
material de la cubierta y que el espesor del recubrimiento sea adecuado en todas las

direcciones.

w7 Y Wy b
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Figura 1.7. Proceso de manufactura de comprimidos con cubierta compactada, partiendo de
nucleos preelaborados (56).

1.5.3.3.  CAPSULAS RIGIDAS

Las cdpsulas de gelatina rigidas se rellenan generalmente con sélidos pulverulentos que
contienen uno o varios principios activos. Sin embargo, también puede utilizarse otras
preparaciones como material de relleno. Algunos de ellos son granulados, pellets,
comprimidos, microcdpsulas, capsulas, pastas y sus combinaciones, usando dispositivos
especiales de llenado. La Unica exigencia es que la preparacion no sea capaz de reaccionar con
la gelatina o interferir con la integridad de la cubierta. El ejemplo mas comun de
incompatibilidad, es el entrecruzamiento de la gelatina. Este se produce por reacciones de
condensacidn de los grupos amino presentes, especialmente los residuos de lisina, ante la
exposicién a aldehidos, colorantes y altos niveles de humedad. El entrecruzamiento disminuye
la solubilidad de la cédpsula y puede retardar o evitar su apertura, lo que conlleva a una

reduccion de la liberacidén y posterior absorcion del principio activo (54,57,58).

La Figura 1.8 recoge los diferentes tipos de material que puede incorporarse en estas capsulas:

granulados, pellets, comprimidos, microcapsulas, capsulas, pastas y sus combinaciones.
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Figura 1.8. Tipo de materiales que pueden incorporarse en una cdpsula de gelatina rigida.

1.5.4.

CONSIDERACIONES GENERALES PARA EL DISENO DE SISTEMAS DE
LIBERACION MODIFICADA

El disefio de formulaciones de liberacién modificada es, generalmente, una tarea dificil por la

relacion entre las propiedades del farmaco, el estado del paciente y su enfermedad vy las

limitaciones tecnoldgicas en la fabricacion de una forma farmacéutica. Algunos factores que

pueden influir en la estrategia de disefio de sistemas de liberacién modificada son:

Tipo de enfermedad a tratar;

Forma farmacéutica; por ejemplo, si se va a formular un sistema simple (capsula,
comprimido), multiple (granulos, microparticulas, etc.) o dispersiones liquidas;
Fisiologia del tracto gastrointestinal (para la via de administracién oral) donde, por
ejemplo, el tiempo de residencia de una formulacidn es influenciada por el vaciado

gastrico y el transito gastrointestinal.

Entre las propiedades fisicoquimicas de los farmacos que influyen significativamente en el

disefo de un sistema de liberacion modificada, pueden citarse las siguientes:

Dosis: los farmacos para la via oral que requieran dosis mayores a 500 mg, no son
buenos candidatos ya que generarian sistemas de tamafio inaceptable;
Peso molecular: se prefieren farmacos con PM inferiores a 1000, ya que este
pardmetro podria limitar su paso a través de las membranas bioldgicas;
Solubilidad acuosa: los farmacos que presenten valores de solubilidad acuosa
extremadamente bajos, no son buenos candidatos para el disefio de un sistema de

liberacion modificada ya que, en general, su velocidad de disolucién seria el factor

29
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limitante de la cinética del proceso. La solubilidad en los fluidos gastrointestinales
también condiciona la velocidad de difusién a través de las membranas, dado que
representa la fuerza directriz para su pasaje;

Coeficiente de reparto: un valor de coeficiente de reparto favorable hacia la fase
lipidica facilita el flujo a través de membranas. Los farmacos con valores de coeficiente
de reparto octanol/agua extremadamente pequefios, tienen un flujo de entrada al
organismo demasiado bajo. Los valores de coeficiente de reparto excesivamente altos

pueden producir acumulacidn de los farmacos en los tejidos.

En términos generales, entre las caracteristicas farmacocinéticas que un farmaco debe
presentar para poder ser formulado exitosamente en un sistema de liberacidn modificada, se

han mencionado las siguientes:

Semivida de eliminacion, (t/,): los fdrmacos con t;,, entre 2-6 h son candidatos ideales.
Si el t;, es menor a 2 h se requerirdn dosis muy elevadas para alcanzar niveles
plasmaticos eficaces y la administracion del medicamento a intervalos posoldgicos
aceptables (12-24 h). En este caso, la utilizacion de un sistema de liberacién
modificada puede que no relna las exigencias de seguridad requeridas;

Clearance total: no debe ser dosis dependiente;

Volumen de distribucion: para farmacos con baja actividad farmacolégica intrinseca, el
volumen de distribucidon no debe ser demasiado elevado, ya que cuanto mayor es este
parametro, deben incorporarse mayores dosis del farmaco a la formulacién para
alcanzar las concentraciones terapéuticas;

Metabolismo y efecto de primer paso hepdtico: los farmacos que son metabolizados
antes de su absorcién (ya sea en el lumen o en la pared intestinal) o sufren un efecto
de primer paso importante, pueden exhibir una disminucién en la biodisponibilidad
cuando son liberados lentamente desde la formulacidn. Esto es debido a que, en las
condiciones mencionadas, la mayoria de las enzimas metabolizadoras utilizan procesos
saturablesy pueden no verse saturados;

Indice Terapéutico: los farmacos con indice terapéutico estrecho requieren un preciso
control de sus niveles en sangre. La incorporacion de mas de una dosis a una
formulacidn, implica un mayor riesgo si se produce la liberacién masiva no deseada del

farmaco.

Tal como se describié en la seccidn 1.3.2, ISO presenta caracteristicas farmacocinéticas que lo

hacen un farmaco candidato para formularlo en sistemas de liberacién modificada.
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1.5.5. ESTRATEGIAS PARA EVALUAR EL DESEMPENO DE LOS SISTEMAS DE
LIBERACION MODIFICADA

Las estrategias utilizadas para evaluar el desempeio de un sistema de liberacién modificada

dependerdn de cuales sean las propiedades desfavorables del fdrmaco en cuestién, como asi

también de la etapa del proceso de desarrollo del sistema, que abarca desde la optimizaciéon

de los materiales de partida, hasta estudios que permiten evaluar su eficacia, seguridad y

confiabilidad.

La evaluacion del desempeiio de un sistema de liberacion modificada puede llevarse a cabo
mediante ensayos que incluyan modelos in vitro, ex vivo o in vivo. En todos los casos, las
propiedades a evaluar deben ser comparadas y constatadas con una referencia, ya sea el

propio farmaco o una formulacién que lo contenga.

Los ensayos de disolucién in vitro proveen informacién valiosa en muchas etapas del proceso
de preformulacién y formulacion. En etapas de formulacién, este ensayo se utiliza para valorar
las propiedades de disolucién de un farmaco y seleccionar los excipientes adecuados. Los
ensayos de disolucion también se usan para seleccionar formulaciones candidatas, con el perfil
de liberacion mas adecuado y reproducible. En etapas clinicas, los ensayos de disolucion
permiten establecer correlaciones in vitro/in vivo entre la liberacién del farmaco desde la
forma farmacéutica y su absorcién. Desde el punto de vista regulatorio, la evaluacion de datos
clinicos o preclinicos estan enormemente facilitados por la disponibilidad de una metodologia
de disolucién del producto validada y predictiva. Aspectos importantes del aseguramiento de
la calidad del producto, incluyen la capacidad de confirmar el correcto procedimiento de
manufactura de un lote, que la reproducibilidad lote a lote cumple con los requerimientos
regulatorios, y que las especificaciones del producto se mantienen durante toda su vida util

(59).

Los ensayos in vivo implican la evaluacién de la exposicion sistémica de un sistema
farmacoterapéutico dado, en animales de experimentacién. A partir de perfiles plasmaticos en
funcién del tiempo, se determinan parametros farmacocinéticos tales como el area bajo la
curva (ABC), indicativa de la biodisponibildiad del farmaco, la concentracién maxima alcanzada
(Crmax) Y €l tiempo en el que se alcanza dicha Cnax (tmax). Estos resultados se evallUan

comparativamente contra una referencia (60).

La biodisponibilidad estd condicionada por diversos factores tales como la solubilidad vy

velocidad de disolucién del farmaco en el sitio de absorcién, su capacidad para atravesar la
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membrana intestinal, su metabolizacion en dicha membrana y en el higado (metabolizacion

por primer paso hepatico), su afinidad por transportadores de eflujo, etc.

Los modelos animales comunmente utilizados para la administracién de formas farmacéuticas
sélidas son el conejo, el perro y el cerdo. Estos se seleccionan en funcién de su capacidad de
deglutir comprimidos enteros, de contar con una volemia suficiente para el muestreo y estar

facilmente disponibles para ensayos farmacocinéticos.

1.6. POLIELECTROLITOS (PE) UTILIZADOS EN TECNOLOGIA
FARMACEUTICA

Los PE son polimeros hidrofilicos que contienen grupos ionizables, los cuales al ser
dispersados en un solvente polar pueden disociarse generando cadenas de polimero cargadas

(macroiones) y pequefios contraiones.

En contacto con el agua, las particulas sélidas de PE provocan el influjo por désmosis, con el
consecuente hinchamiento. Si la interaccidon entre el PE y el agua es favorable, éste puede
terminar disolviéndose o dispersandose homogéneamente, provocando un aumento de la
viscosidad del sistema. El entrecruzamiento de las cadenas poliméricas limita el grado de

hidratacion e hinchamiento, la velocidad de disolucion y la viscosidad resultante.

Sobre la base de la carga que generan en dispersidn, los PE pueden clasificarse en anidnicos
(que generan cargas negativas provistas por grupos carboxilatos) y catidnicos (que generan

cargas positivas generalmente provistas por grupos aminos protonados).

En la Tabla 1.6 se describen algunos PE de utilidad en terapéutica, su origen, aplicaciones y
usos. Los PE, bajo la forma de resinas de intercambio iénico (PE insolubles) o de polimeros
hidrofilicos dispersables (PE solubles), han sido ampliamente utilizados en formulaciones

farmacéuticas (61).
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Tabla 1.6. Principales PE de uso farmacéutico. Aplicaciones y usos frecuentes (61)

Acido
hialurénico

Carbomer

Chitosan

Eudragit E100

Eudragit L100

Policarbodfilo

Natural, homopolimero lineal.
Mezcla de 4cido manurdnico y

glucurénico. Inestable a
temperaturas elevadas. Alta
viscosidad.

Anidnico

Sintético, homopolimero
constituido por cadenas de
acido acrilico. El grado de

entrecruzamiento origina las
diferentes clases de Carbomer.
Peso molecular = 3 x 10° D.
Buena estabilidad térmica vy
muy alta viscosidad.

Anidnico
Natural, homopolimero de
quitina parcialmente

desacetilada. Estable
térmicamente, de moderada a
baja viscosidad.

Catidnico.

Sintético, copolimero basado en
dimetilaminoetilmetacrilato.
Peso molecular 2100 000 D.
Catidnico.

Sintético, copolimero producto
de la polimerizacién de &cido
metacrilico y metilmetacrilato.
Anidnico

Sintético, homopolimero del
acido acrilico entrecruzado con
divinilglicol.

Anidnico.

Formulaciones oftalmicas como
agente viscosante, humectante.

Se encuentra aprobado para
implantes de lentes intraoculares.

En formas farmacéuticas liquidas y

semisélidas como viscosante y
suspensor, para administracidon
oftdlmica, rectal y todpica en
general. Emulsificante en

preparaciones aceite en agua (0,1-
1,0 %). En comprimidos, como
ligante tanto en compresidn directa
como en granulacién hiumeda (5-
10 %).

En sistemas de liberacion sostenida,
bioadhesivas, promueve la
absorcién de farmaco a través de
las mucosas.

Agente formador de coberturas
solubles a pH gastrico. Ligante y
relleno en comprimidos. Formador
de matriz en sistemas de liberacion
modificada para via oral,
transdermal y rectal.

Formador de cobertura entérica,
resistente a fluidos gastricos, para
administracién oral.

Bioadhesivo. En sistemas de
liberacion sobre mucosas, para
administracién bucal, nasal, vaginal
e intestinal. Las sales de calcio son
usadas en comprimidos laxantes.

Las propiedades Unicas provenientes de la interaccién de los PE con contraiones organicos o
inorganicos se han explotado para una variedad de propdsitos tales como: modulacion de la
liberacion de fdrmaco, enmascaramiento del sabor, incremento de la compatibilidad o

estabilidad acuosa, entre otros.
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Cuando se neutralizan los grupos acidos o basicos de un PE con moléculas de carga contraria,
como farmaco de caracteristicas acido/base opuestas, se generan los siguientes equilibrios en

un medio acuoso:

Para PE acidos (RCOOH):

Ecuacion 1.1 R-COOH + F 2 R-COO +FH™ 2 [R-COO FH ]

Para PE basicos R-N(CHz),:
Ecuacién 1.2  R-N(CHs);+ FH 2 R-NH+*(CHs);+ F- 2 [R-NH+(CHs):F-]

Las ecuaciones 1.1 y 1.2 ejemplifican el fendmeno de condensacién idnica, que genera una
dada proporcidon de pares idnicos, como producto de la asociacién idnica entre un PE y un
farmaco de carga opuesta. Estos pares idnicos, indicados en las mencionadas ecuaciones como

las especies entre corchetes, son denominados sistemas o complejos PE-farmaco (62).

La interaccidn proveniente de la atraccidn electrostatica de un contraidn (el farmaco) hacia el
PE y la pérdida de la entropia translacional por el contraiéon debido a su localizacién en la

vecindad de la cadena del polimero, generan la reaccidon de condensacion.

Las dispersiones PE-farmaco se caracterizan por una alta proporcién de condensacién idnica y
constituyen sistemas de liberacion modificada con caracteristicas propias provenientes de los

complejos idnicos formados (63).

De acuerdo a la teoria de condensacion de Osawa-Manning (64), los contraiones podrian
dividirse en dos grupos, los “libres” y los “condensados”. Los libres se encontrarian disponibles
para recorrer todo el volumen de la solucidon, mientras que los condensados se localizan
alrededor de las cadenas del polimero, acomplejados con los grupos que presentan cargas

eléctricas opuestas.

La fraccion del contraién libre es determinada por la energia requerida para alejarse del campo
electrostatico del PE, el cual es disminuido por la compensacién parcial de las cargas del PE

por el contraién, mientras que la fraccidon condensada se mueve junto con la macromolécula.

La fuerza con la que un contraidn se encuentra condensado depende de la afinidad que
presente por el PE. Dicha afinidad estara condicionada por el tipo de unién que se establezca

entre los componentes. Los farmacos que poseen grupos ionizables establecen uniones
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electrostaticas con los PE de carga opuesta. También pueden establecer interacciones de tipo

hidrofébicas con otras porciones de la molécula, favoreciendo la afinidad entre los mismos.

El conocimiento sobre los factores que determinan el tipo de interaccién entre farmacos

idnicos o ionizables y PE resulta relevante en el disefio de formulaciones farmacéuticas.

En nuestro grupo de I+D se han desarrollado sistemas de liberacion modificada constituidos
por complejos PE-fairmaco. Estos productos pueden ser catalogados como sistemas de
liberacion “inteligentes” dado que liberan el farmaco en respuesta a cambios en el entorno
(65). En este sentido, el agregado de iones al sistema genera intercambios idnicos vy
reagrupamientos de cargas, provocando la disociacion parcial de los pares idnicos (Ecuacion

1.3).

Ecuacién 1.3 [R-COO -FH *] + Na*Cl- 2 R-COO-Na ++ FH+*Cl-

1.6.1. POLIELECTROLITOS SELECCIONADOS

En este trabajo de Tesis se seleccionaron 4cido alginico (AA) y la forma &acida de

carboximetilcelulosa (CMC) para desarrollar sistemas portadores de I1SO y RIF respectivamente.

La eleccién, basada fundamentalmente en sus caracteristicas fisicoquimicas, tuvo en cuenta
también otros criterios tales como ausencia de toxicidad, impacto en su utilizacién, costo y

disponibilidad en el mercado.

El AA es un PE natural dispersable en agua, mientras que la CMC es semi-sintética y es
estudiada como modelo de PE insoluble en agua. Ambos son polisacaridos y poseen grupos

funcionales carboxilicos en su estructura.

Las sales de estos PE son ampliamente utilizadas en la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmética desde hace muchos afios. Por esta razdén son considerados sustancias seguras, e

incluso pertenecen a la lista Generally Recognized as Safe (GRAS) (68).

A continuacion se describen brevemente la estructura, el método de obtencidn, las

caracteristicas fisicoquimicas relevantes y la aplicacién de los PE seleccionados.

1.6.1.1. ACIDO ALGINICO Y SUS SALES

Los alginatos son polimeros naturales aislados principalmente de algas marinas pardas.

Tambien son producidos extracelularmente por algunas bacterias como Pseudomona
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aeruginosa y Azetobacter vinelandi (69). En este trabajo de tesis se utilizd el AA proveniente

de Macrocystis pyrifera.

En estas algas, el AA es el polisacdrido mas abundante, comprende entre el 2-7% del peso del
vegetal mojado y mas del 40% del peso seco. Esta localizado en la matriz intercelular como gel,
formando sales de sodio, calcio, magnesio y otros cationes multivalentes. Su principal funcién

es estructural, dando resistencia mecanica y flexibilidad al tejido.

Los alginatos se extraen con soluciones alcalinas. La masa viscosa resultante es tratada con
acidos minerales para obtener acido alginico libre. Luego puede ser convertido en diferentes
sales, de las cuales el alginato de sodio es la mas usada. También estan disponibles

comercialmente sales de calcio, magnesio y potasio.

COMPOSICION QUIMICA DE LOS ALGINATOS

Los alginatos son polisacaridos lineales, costituidos por unidades de los acidos a-(1-4)-L-
gulurénico (G) y B-(1-4)-D-manurdnico (M) (Figura 1.9). Las unidades G y M se ubican en el
polimero formando bloques. Los bloques homogéneos son separados por otros de unidades

alternantes y la proporcion de los mismos es diferente segun el origen.

Esto se debe a que, durante la biosintesis del alginato, las cadenas de polimanuronato son
sustrato de la C-5-epimerasa, que transforma las unidades de M en G, cuya actividad depende
de la especie, edad, condiciones de crecimiento seccién vegetal y estacién del afio. Por
ejemplo, las algas que crecen en aguas bravas proveen alginato rico en unidades de G, que les

provee resistencia y flexibilidad, comparado con las mismas especies de aguas calmas (70).



HO._ _O
o]
OH OH °
-0
M
m
€00 o,

° o .
F o™ OHon \/
G

. coo- OH coo- OH
o
OH o 7 OH [
o ! OH o OH
o o
OH OH
coo: coo-
G G

G G
& €00 opy
0
HO
coor
. OHo it M
M) OH
HO o
M coo
G

Tesis Doctoral | 37
Capitulo 1

Figura 1.9. Composicidon quimica de AA. (A) mondmeros; (B) tipo de bloques.

Es conocido que este polimero forma un gel por uniones puente hidrogénos a pHs bajos (gel

acido) y por interacciones idnicas con cationes polivalentes tales como calcio. En la Tabla 1.7

se encuentran datos fisicoquimicos y de toxicidad de AA y su sal sédica, que son relevantes en

el desarrollo de este trabajo de tesis.

Tabla 1.7. Propiedades fisicoquimicas de AA y su sal sddica (71)

Propiedades AA AANa

PM 20.000 a 200.000 -

pKa 3,4(M)y 3,7 (G) i

Acidez/alcalinidad pH 1,5-3,5 (dispersion acuosa al 3% pH 7,2 (solucién acuosa al 1%
p/v) p/v)

Solubilidad Se hincha en agua pero no se disuelve. De disoluciéon lenta en agua
Practicamente insoluble en etanol 95° formando una solucién coloidal
y otros solventes orgdnicos. viscosa.

Viscosidad 20 mPa.s, dispersién 0,5% p/p y 2000 20/400 mPa.s, solucion 1% p/p
mPa.s, dispersién al 2% p/p (20°C).

Toxicidad Ingesta diaria recomendada por OMS: DLse: ratas (EV): 1,0 g/kg.

25mg/kg.
DLso: ratas (IP): 1,6 g/kg.
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APLICACIONES DE LOS ALGINATOS
Se utilizan en la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética y textil para espesar soluciones,
estabilizar suspensiones y emulsiones, como agente gelante y para formar peliculas sobre

diferentes superficies.

En farmacia, se utilizan tradicionalmente como excipientes en formas farmacéuticas orales y
tépicas de liberacion inmediata cumpliendo diferentes funciones: agente estabilizante de
suspensiones y emulsiones, desintegrante de comprimidos y cdpsulas, ligante en comprimidos

y viscosante de pastas y cremas, como se describe en la Tabla 1.8 (71).

Tabla 1.8. Utilizacidn del AA como excipiente en formas farmacéuticas

Pastas y cremas 5-10
Estabilizante de emulsiones 1-3
Agente suspensor 1-5
Agente ligante en comprimidos 1-3
Agente desintegrante de comprimidos 2,5-10

En los ultimos afios se han desarrollado numerosas formulaciones conteniendo AA o sus sales,
tales como microcapsulas, nanoparticulas, matrices, films y formulaciones liquidas, para
administracién oral, transdérmica u oftalmica. Estas formulaciones presentan propiedades de

liberacion prolongada o sitio-especifica de farmacos (72-77).

También estd descripto que el AA forma complejos con policationes, tales como poli[(2-
dimetilamino)etilmetacrilato] y chitosan, para modular la liberacién de diversos farmacos
(78,79). Ramirez Rigo et al (80) estudiaron el uso de AA como portador de farmacos con
grupos bdsicos modelo, tanto en dispersién como en matrices, y demostraron que el AA
genera sistemas del tipo reservorio, que produce la liberacién de los fdrmacos en presencia de

sales.

Las dispersiones presentan baja viscosidad, con flujo pldstico o cuasi-newtoniano. Son estables

fisicamente y permiten vehiculizar una cantidad importante de farmaco.
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Las matrices obtenidas modulan la liberacion de farmaco, con una cinética de liberacion de
orden cero en agua o en solucidn reguladora pH 6,8. El principal mecanismo por el que ocurre

la liberacion es la erosion.

Se han elaborado complejos de AA y atenolol como microparticulas para via inhalatoria (81),
que presentaron alta eficiencia de carga, bajo contenido de humedad y tamafno apropiado
(alta fraccidn acumulativa de particulas respirables), por lo que se podria mejorar la
disposicion del fadrmaco en la membrana respiratoria y aumentar su tiempo de residencia

debido a las propiedades mucoadhesivas de las cadenas poliméricas de AA.

Se han reportado usos de AA o su sal sddica en asociacidn con farmacos antituberculosos
(12,73,74,82). Sin embargo, no se dispone en la actualidad del conocimiento detallado sobre
las interacciones moleculares (idnica, dipolo-dipolo, hidrofdbica, entre otras) entre estos PE y
los farmacos tales como RIF o ISO, y el rol de tales interacciones en la modulacién de la

liberacion.

1.6.1.2. CARBOXIMETILCELULOSA

La carboximetilcelulosa es un derivado semi-sintético de la celulosa. A partir de celulosa en
soluciones de hidréxido de sodio se obtiene celulosa alcalina que, luego, se hace reaccionar

con monocloroacetato de sodio para producir carboximetilcelulosa de sodio (CMCNa) (83).

Estan disponibles CMCNa de diferentes viscosidades (alta, media y baja) asi como también de
diferentes grados de sustitucién. El grado de sustitucion estd definido como el numero
promedio de grupos hidroxilos sustituidos por unidad de glucosa anhidra y es lo que determina

la solubilidad acuosa del polimero. Sus caracteristicas se resumen en la Tabla 1.9.

Tabla 1.9. Propiedades fisicoquimicas de CMCNa (83)

PM 90.000 a 700.000

pKa 4,30

Solubilidad Insoluble en acetona y etanol. Facilmente dispersable en agua, formando
coloides.

Viscosidad 5-4000 mPa.s, dispersion 1% p/v

Toxicidad No tdxico ni irritante, OMS no especifica una ingesta diaria aceptable, por no

considerarse de riesgo para la salud.
DLs, ratas (oral): 27 g/kg.
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La sal sddica es soluble en agua en un amplio rango de temperatura y precipita como acido a
valores de pH menores a 2. La forma 4cida de carboximetilcelulosa (CMC) (Figura 1.10), al

entrar en contacto con agua, se hinchay dispersa, pero no se disuelve (83).
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Figura 1.10. Estructura quimica de la forma acida de carboximetilcelulosa (CMC).

APLICACIONES EN FORMULACIONES FARMACEUTICAS Y TECNOLOGIA

CMCNa se usa ampliamente en formulaciones de uso tépico y oral, principalemente como
viscosante. Tambien se usa como agente ligante y desintegrante en comprimidos o agente
estabilizante en emulsiones (Tabla 1.10). La CMCNa de mediana viscosidad, en
concentraciones del 4 al 6 % p/v se utiliza para preparar geles. Es uno de los principales
ingredientes de los parches de ostomia, cuidado de heridas, y dermatoldgicos donde se usa
para absorber el exhudado o el agua transepidermal y sudor. También se utiliza en productos

alimenticios y cosméticos (83).

Tabla 1.10. Utilizacion de CMCNa como excipiente en formas farmacéuticas (83)

Usos Concentracién (% p/v)

Agente emulsificante 0,25-1
Agente formador de geles 4-6
Inyectables 0,05-0,75
Soluciones orales 0,1-1

Agente ligante en comprimidos 1-6
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Terapéuticamente, se usa CMCNa de mediana y alta viscosidad, en dosis entre 4 a 10 g para

pacientes adultos, como laxante(83).

Existen amplios antecedentes del uso de CMCNa en la formulacidn de sistemas matriciales de
liberaciéon modificada ¢ sitio-especifica, ya sea sola o asociada a otros polimeros tales como

chitosan e hidroxipropilmetilcelulosa, entre otros (78,84,85).

Desde 1953, existen antecedentes de las propiedades y usos de CMC para formar films y

dispersiones de uso farmacéutico (86).

En Japén, la empresa Gotoku Chemical Co LTD, provee de CMC bajo la marca NS-300,
patentada en ese pais en 1986 (87). Ademds, hay una serie patentes de productos
farmacéuticos de muy rdpida velocidad de disgregacion que contienen NS-300 como

excipiente (88,89).

Finalmente, Ramirez Rigo et al (90) obtuvieron CMC a partir de la neutralizacién de CMCNa y
formaron complejos PE-farmaco, utilizando farmacos con grupos bdsicos modelo. Los
materiales compactados en forma de matrices, presentaron alta hidrofilicidad, muy rédpida
velocidad de disgregacién y de disolucidn, propiedades interesantes para sistemas de

liberacion inmediata y con problemas de humectabilidad.

1.7. ESQUEMA DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

Esta Tesis Doctoral se encuentra enmarcada en un proyecto de mayor envergadura que se
desarrolla en 3 niveles de experimentacién (Figura 1.11). A través del mismo se pretende
adquirir gradualmente la capacidad cientifica y técnica para el desarrollo integral de sistemas
farmacoterapéuticos, que permitan optimizar los atributos de farmacos de reconocida utilidad,
abarcando desde su concepcién hasta la evaluacidn de sus propiedades de eficacia y
seguridad. El NIVEL 1 comprende el desarrollo y optimizacién de la metodologia de obtencién
de los nuevos derivados y materiales portadores y su caracterizacion fisica, fisicoquimica y
bioldgica. En el NIVEL 2, se disefian y obtienen nuevos derivados farmacéuticos, sistemas de
liberacion modificada y otras formas farmacéuticas cuyas propiedades biofarmacéuticas son
evaluadas in vitro o in vivo/in situ en animales. El NIVEL 3 comprende estudios

farmacocinéticos y clinicos que permitan ponderar efectividad, seguridad y confiabilidad.
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En este trabajo, se pretende abarcar actividades en los tres segmentos del esquema de I+D

presentado.

FARMACOS DE RECONOCIDA UTILIDAD TERAPEUTICA

17 DESARROLLO DE ﬁ

NUEVOS MATERIALES PORTADORES NUEVOS DERIVADOS FARMACEUTICOS *=
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Figura 1.11. Esquema de I+D realizada en el grupo de investigacion, mostrando los
diferentes niveles de trabajo.

En los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion en tecnologia farmacéutica ha
desarrollado una nueva estrategia de 1+D sobre sistemas portadores de farmacos y nuevos
derivados farmacéuticos. Esto nos ha permitido consolidar una plataforma tecnolégica original,
basada en la interaccidn acido-base entre un PE y farmacos ionizables de carga opuesta, sobre
cuya base se disefian sistemas de liberacion modificada para atender situaciones

farmacoterapéuticas especificas.

Estos sistemas permiten mejorar la efectividad, seguridad y confiabilidad de la accién

medicamentosa de farmacos de reconocida utilidad terapéutica.

Por un lado, se han desarrollado sistemas de liberacién modificada constituidos por complejos
PE-farmaco en dispersion acuosa. Estos sistemas pueden formar hidrogeles estables en

dispersidn acuosa y, entre otras ventajas, son capaces de liberar al farmaco a una velocidad
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controlada y sostenida, principalmente, mediante un mecanismo de intercambio idnico en

presencia de fluidos bioldgicos (91,92).

El estudio del comportamiento de las dispersiones mostré que el equilibrio de condensacion
idnica no es afectado por la presencia de sustancias no idnicas (63,80,90-92) ni por el efecto
de dilucién vy a su vez puede ser parcialmente desplazado por la adicién de sales. Se ha
observado un aumento en la solubilidad aparente de farmacos acidos y basicos poco solubles

vehiculizados en dispersiones PE- farmaco (63,93).

Por otra parte, se demostré que el acomplejamiento de farmacos con PE, permiten proteger al
farmaco de la degradaciéon quimica. Dicha interaccion produce una elevada proporcion de
pares idnicos en los que las moléculas de los fdrmacos permanecen asociadas a la fase
macromolecular de mayor viscosidad y menor energia cinética que las de la fase fluida. La
disminucién en el nimero de colisiones entre las moléculas presentes en la dispersién

aumenta su estabilidad (93,94).

Ademas, estos sistemas presentan propiedades reoldgicas favorables para su aplicacidn por via

tdpica y potencian la accidén antimicrobiana frente a gérmenes resistentes (95).

El estudio de las formas sélidas compactadas permitid definir una nueva clase de matrices
denominadas matrices hinchables PE-farmaco (80,96,97). En estas matrices, a diferencia de los
sistemas matriciales convencionales, el PE y el farmaco forman una unica entidad molecular,
de modo que las moléculas del farmaco estdn homogéneamente distribuidas en la masa de la
matriz, proporcionandole propiedades particulares que pueden ser explotadas tanto para el
disefio de sistemas monoliticos (comprimidos) como de sistemas multiparticulados de

liberacion modificada.

Se han obtenido matrices hinchables PE-farmaco a partir de una amplia variedad de PE
anionicos: Carbomer (97), AA-Alginato de sodio (80), Eudragit L100 (98), carboximetilcelulosa
(80) y catidnicos: Eudragit E100 (99). Se estudiaron integralmente las propiedades de
relevancia farmacotécnica y biofarmacéutica de los materiales obtenidos y se definieron los

mecanismos que gobiernan la liberacién del fdrmaco desde estos sistemas.
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1.8. HIPOTESIS DE TRABAJO

En funcion de lo anteriormente expuesto, se plantea siguiente hipdtesis.

El desarrollo de una forma farmacéutica sélida en CDF de RIF e ISO, con un esquema de
liberacidon secuencial y sitio-especifica, tal que la liberacién de RIF sea inmediata en estdmago
y la liberacién ISO sea segregada respecto a la primera, optimizaria el desempeiio de RIF. Mas
especificamente, este sistema mejoraria la estabilidad de RIF in vivo y durante el
almacenamiento e incrementaria la biodisponibilidad oral de RIF. Ademas, no se pondria en

riesgo el cumplimiento de la terapia, ya que se mantendria la asociacidon en CDF.

Adicionalmente, se realizaria un aporte en |1+D a la farmacoterapia de la tuberculosis,

apoyando la estrategia de fin a la tuberculosis, de la OMS.

1.9. OBIJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis fue desarrollar sistemas farmacoterapéuticos de RIF e ISO que

permitan mejorar la farmacoterapia actual de la tuberculosis.
Los objetivos especificos fueron:

1. Obtener un nuevo material coprocesado de RIF, utilizando la estrategia PE-farmaco,
que mejore la hidrofilicidad de RIF y la libere rapidamente en contacto con fluidos
gastricos;

2. Vehiculizar ISO, de manera que la liberacién sea segregada a RIF;

3. A partir de estos materiales innovadores, desarrollar sistemas de administracion oral
de RIF e ISO en CDF de liberacion segregada vy sitio-especifica, tales como comprimidos
bi-capa (matrices hidrofilicas PE-farmaco) o comprimidos con cubierta compactada;

4. Mejorar la estabilidad de RIF en medio acido, cuando el farmaco se libera de la
formulacion innovadora en CDF con I1SO;

5. Incrementar la biodisponilbilidad de RIF en la formulacién innovadora en CDF con ISO,
tras su administracién oral;

6. Aplicar conceptos del enfoque de Calidad desde el Disefio, al desarrollo de un sistema

multiunitario de RIF e ISO.
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En este marco, se ha organizado este trabajo de Tesis de la siguiente manera:

En primer lugar, se describe el desarrollo y caracterizacidon de materiales portadores y matrices
de RIF y CMC (Capitulo 2) y de ISO y AA (Capitulo 3). Luego, en el Capitulo 4, se evalla la
estabilidad de RIF en condiciones que simulan el entorno gastrico, cuando el fdrmaco se libera
desde matrices innovadoras, en CDF con ISO. A partir de dichas matrices, en el Capitulo 5, se
determina la biodisponibilidad oral de RIF e ISO, en un modelo animal. En el Capitulo 6 se
abordan los conceptos de Calidad desde el Disefio en el desarrollo de comprimidos con
cubierta compactada de RIF e ISO. Finalmente, se exponen las conclusiones y proyecciones de

este trabajo (Capitulo 7), los anexos y publicaciones generadas a partir de esta Tesis.
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CAPITULO 2

DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE
MATERIALES PORTADORES DE
RIFAMPICINA-
CARBOXIMETILCELULOSA

2.1. INTRODUCCION

Uno de los principales obstdculos para el éxito del tratamiento de la tuberculosis es la baja y
variable biodisponibilidad oral del RIF, que es un farmaco de clase Il en el Sistema de
Clasificacién Biofarmacéutica (SCB), lo que implica que la velocidad y el grado de disolucion
juegan un papel importante en su desempeiio in vivo. RIF es un zwitterion facilmente soluble
a valores de pH por debajo de 3 pero poco soluble a valores de pH entre 3 y 8. Por tanto, la
disolucién in vivo de RIF en el medio acido del estémago, es una condicién necesaria para su
adecuada biodisponibilidad (1), ya que se absorbe principalmente en el estomago y en el

duodeno (2).

Existen varios informes de bio-inequivalencia de RIF y se han postulado numerosas causas que
aportan a este inconveniente (3). Por ejemplo, la solubilidad dependiente del pH, la
hidrofobicidad y el polimorfismo de RIF conducen a diferencias en la humectabilidad y la
velocidad de disolucién. La influencia de los excipientes en el desempefio de la forma
farmacéutica, la variabilidad interindividual en la absorcion y el metabolismo de RIF, asi como
también su degradacién a pH gastrico estan asociadas con problemas de biodisponibilidad de
RIF. Los niveles plasmaticos sub-terapéuticos de RIF pueden aumentar el riesgo de resistencia
en vista de que su actividad es altamente dependiente de la dosis y que el mecanismo de

resistencia de RIF se desarrolla en un solo paso (4-6).

Algunas investigaciones prometedoras se han llevado a cabo con el objetivo de mejorar el
desempeio de RIF, tales como la amorfizacién, la reduccién del tamafio de particula o la
encapsulacién RIF en liposomas o polimeros (7). Sin embargo, estas técnicas suelen aumentar
los costos de producciéon y en ocasiones utilizan aditivos que no son aprobados por las

organizaciones de salud (8). Adicionalmente, representa un reto adicional a la formulacién las
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altas dosis de RIF (300 mg) y la necesidad de combinarla con otros farmacos antituberculosos a
dosis fija. El desarrollo de nuevos materiales capaces de superar los inconvenientes de RIF, que
permitan la preparacién de formas farmacéuticas sdélidas para la via oral, a través de
procedimientos simples y de bajo costo, puede proporcionar un nuevo enfoque para el

desarrollo de nuevas formas farmacéuticas eficaces contra la tuberculosis.

Como se menciond previamente, CMC en su forma 4acida es insoluble en agua, comportandose
como una resina de intercambio idnico que puede cargarse facilmente con moléculas de
farmacos que tienen grupos basicos protonables, formando productos insolubles. De hecho,
los complejos de CMC con farmacos basicos modelo han mostrado una liberacién muy rdpida
en medio acido y se han propuesto como plataforma para aumentar la velocidad de disolucién

de farmacos de baja solubilidad acuosa (9,10).

Como hipétesis de trabajo, se considerd que el desarrollo de materiales portadores de RIF,
asociados a un PE tal como CMC, permitiria la obtencién de formas farmacéuticas sélidas para

la via oral, con muy rdpida velocidad de liberacion de RIF.

2.1.1. OBJETIVOS

El objetivo del trabajo fue obtener un material portador de RIF por asociacién a CMC, que
permita mejorar la hidrofilicidad de RIF y liberarla rdpidamente en contacto con fluidos
gastricos, de manera que sea potencialmente util en el desarrollo de formulaciones sdlidas

para la via oral para el tratamiento de la tuberculosis.

2.2. MATERIALES

RIF (grado farmacéutico) y KBr (grado espectroscépico), se adquirieron en Parafarm®-
Argentina y en Merck®-Alemania, respectivamente. Como medios de disolucién, se utilizaron

las soluciones de HCI 0,1M pH = 1,0 y KH,PO3/NaOH pH = 6,8, preparados segiin USP 39 (11).

CMCNa (de ultra-alta viscosidad, altamente purificada, grado de sustitucion (COOH) 0,98) se
adquirié de Fluka®-Argentina. La viscosidad de una solucién acuosa al 1% p/v de CMCNa fue

de 2100 mPa.

CMC se obtuvo por adicion de 40 mL de HCl 37% (Cicarelli ®-Argentina) a 2500 mL de una
dispersién acuosa de CMCNa al 4 % p/v, hasta pH = 2 y posterior precipitacion de CMC con 800
mL de etanol. El sélido, separado por filtracion, fue lavado con aproximadamente 2 L de agua

destilada, filtrado y secado en un horno a 50 °C hasta peso constante. El producto obtenido fue
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molido y tamizado, selecciondndose la fraccion comprendida entre los tamices de 425 y 212
pum. Los equivalentes de grupos carboxilicos por gramo de CMC se determinaron por titulacidn
potenciométrica acido-base (10), para lo cual se disolvieron 15,0 mg de CMC con 3,0 mL de
NaOH 0,0500 M y se afadieron 30 mL de agua destilada. El sistema se titulé con HCI 0,0500 M
hasta el punto equivalente. Los equivalentes de grupos carboxilicos por gramo de CMC fueron

(3,75+0,06) x 10°>. Este ensayo se realizé por triplicado.

Los demads reactivos fueron de calidad farmacéutica o analitica y se utilizaron tal como se

recibieron.

2.3. METODOS

2.3.1. PREPARACION DE CMC-RIF

CMC-RIF se prepard en un mortero mediante la adiciéon de 12 mL de etanol a una mezcla de
1,00 g de CMCy 3,09 g de RIF (relacion molar 1:1 de equivalentes carboxilicos en CMC: grupos
amino de RIF). La pasta semisélida resultante se sometié a amasado durante 5 minutos y se
dejé durante la noche a temperatura ambiente. La masa se extruyd a continuacion utilizando
un tamiz con tamafio de poro de 600 um (ASTM, Zonytest, Argentina) para obtener granulos

gue se secaron hasta peso constante en un horno a 40 °C.

CMC-RIFgs y CMC-RIFy6 se prepararon por el mismo procedimiento, a partir de relaciones

molares CMC: RIF de 1: 0,8 y 1: 0,6.

Con fines comparativos, se prepard una mezcla fisica de CMC+RIF. Para una mejor
comprension del comportamiento térmico, también se prepard rifampicina dihidrato
(RIF.2H,0) y la mezcla fisica CMC+RIF.2H,0. Las mezclas fisicas contuvieron una composicion
equivalente en gramos a CMC-RIF y se prepararon mediante la interposicion simple de los

polvos.

2.3.2. PREPARACION DE RIF.2H,0

RIF.2H,0 se obtuvo adaptando una metodologia descripta por Henwood et al. (7).
Resumidamente, se disolvieron 1,10 g de RIF en 50 mL de etanol anhidro a 60°C. El disolvente
se evapord en un rotavapor Phoenix Instrument (Garbsen, Alemania) a temperatura ambiente;
el material cristalizado se retir6 del balén y se almacend en condiciones de vacio a

temperatura ambiente hasta alcanzar peso constante. Los patrones de DRXP y DSC observados
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estuvieron en concordancia con los reportados previamente por Son y McConville y Henwood

etal. (7,12).

2.3.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE RIF EN CMC-RIF

El porcentaje de RIF en CMC-RIF se determiné en el material sélido y después de su dispersion

en medio acido.

El contenido de RIF en el material sélido fue calculado a través de la cuantificacion del
nitrégeno total utilizando el método Kjeldahl (13), contra una referencia de RIF pura. Se
analizaron muestras, por duplicado, de 1,0000 g. El porcentaje de RIF en el sélido se calculé de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

N cmc—riry (%)
RIF _ 0f) = —EMC=RIFH'D) 4 1()()
cme—rim (%) = =

Donde Ncuc-rir) (%) es el porcentaje de nitrogeno en CMC-RIF y Nrir) (%) es el porcentaje de

nitrégeno en la muestra RIF pura.

Para determinar la RIF disponible después de la dispersion de CMC-RIF en medio acido, se pesd
con exactitud 30,0 mg de CMC-RIF, que se transfirieron a un matraz de 100 mL y se afiadié HCI
0,1 M precalentado a 37 °C hasta el volumen final. La muestra se sonicé durante 5 minutos
para permitir la liberacidon de RIF desde los granulos, ya que la CMC no es soluble en agua.
Finalmente, se tomd 1,0 mL del sobrenadante y se diluyé hasta 10 mL, con solucién reguladora

de fosfato USP de pH 6,80 (11). Este ensayo se realizé por duplicado.

RIF se cuantific6 mediante un método de HPLC indicativo de estabilidad, determinado por
Sankar et al. (14). Para ello, se utilizé un equipo de cromatografia liquida Waters, software
Empower PRO, columna C18 (250 x 4,6 mm, Phenomenex Luna 5 um, con precolumna),
volumen de inyeccion: 20 pL, flujo 1 mL/min, fase mévil metanol: solucién reguladora de
fosfato 0,0 1M pH 7,00+0,05, en proporcion 65:35. La deteccion se realizd por
espectrofotometria UV-Vis con detector de arreglo de diodos (Waters 2475) en el rango de 200

a 550nm.

2.3.4. CARACTERIZACION DE CMC-RIF EN ESTADO SOLIDO

Los siguientes experimentos se realizaron sobre CMC-RIF, CMC-RIFggs y CMC-RIFye, los

materiales de partida y las mezclas fisicas mediante los métodos detallados a continuacion.
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2.3.4.1. MICROSCOPIA OPTICA DE LUZ POLARIZADA

Se tomaron imagenes dpticas de las muestras utilizando un microscopio Olympus BX41 (Bio-
Analitica Argentina S.A., EE.UU.) equipado con una cdmara digital Infinity 1. El andlisis de las

imagenes se realizé con el software Infinity Analyze.

2.3.4.2.  DIFRACCION DE RAYOS X EN POLVO (DRXP)

Los patrones de DRXP se adquirieron a temperatura ambiente en un difractdmetro de rayos X
(PANalytical X'Pert Pro, Holanda) utilizando radiacion de Cu Ka (tubo operado a 40 kV, 100
mA). Los datos se recogieron en un intervalo angular de 5 a 35° 26 en modo de exploracion

continua, con un tamano de paso de 0,05° 26 y un recuento de tiempo de 5 s por paso.

Los patrones de difraccion fueron tomados a temperatura ambiente en un difractémetro de
rayos X (PANalytical X'Pert Pro) usando radiacion Cu Ka (tubo operado a 40 kV y 100 mA). Los
datos se tomaron en un intervalo angular de 5 a 35° 260, con un paso de 0,05° 28 y un tiempo
de recuento de 5 s/paso. Los difractogramas obtenidos se analizaron mediante el software

X'Pert data viewer (PANanalytical).

2.3.4.3.  ANALISIS TERMICO

Las muestras se sometieron a calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés)
y analisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés), en un rango de temperatura entre
30y 300 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Para determinar las curvas DSC, se
utilizd una celda de DSC estandar A2920 MDSC (Modulated DSC, TA Instruments) equipada con
una estacién de datos (Universal Analysis, TA Instruments). El eje de temperatura y la
constante de celda de DSC se calibraron con indio (15,52 mg, 99,99% puro, pico maximo a
156,71°C, Aldrich®, Milwaube, EE.UU.). Las muestras (0,8-2,0 mg) se calentaron en
portamuestras de aluminio herméticamente cerrados y posteriormente perforados, bajo flujo
de nitrégeno (50 mL/min). Las temperaturas de fusidn, deshidratacion, vaporizacién y
descomposicion se determinaron mediante la extrapolacién de la temperatura de inicio

(onset) del pico endotérmico/exotérmico.

Ademas, RIF.2H,0 y la mezcla fisica CMC+RIF.2H,0 se calentaron desde temperatura ambiente
hasta 80 °C y se mantuvieron a esa temperatura durante 1 min para eliminar el agua adsorbida
sobre las superficies de las particulas. Después de eso, las muestras se enfriaron y escanearon

por segunda vez, utilizando las condiciones descriptas anteriormente.
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Para el TGA se utilizd el equipo A2950 TGA (HI-RES, TA Instruments) acoplado a una estacion
de datos. Los ejes de temperatura se calibraron con el punto Curie de Ni (354,3 °C). Las
muestras (0,8-1,3 mg) se colocaron en portamuestras abiertos y se calentaron bajo las mismas

condiciones usadas en el analisis de DSC.

La derivada primera de la pérdida de masa en funcidn de la temperatura (dTGA) resalto los
diferentes eventos de pérdida de masa presentes en las muestras, asignados a presencia de

agua o descomposicion.

La microscopia de platina calentable (MPC) se llevd a cabo en un microscopio de platina
calentable (Leitz Wetzlar, Alemania) acoplado a un termdmetro digital. Varios cristales de cada
muestra, suspendidos previamente en vaselina, fueron colocados sobre la platina en un
portaobjetos y cubiertos con un cubreobjetos. La velocidad de calentamiento se reguld a
aproximadamente 10 °C/min. Esta técnica permite observar burbujas de vapor cuando se
libera agua de la superficie de una particula sdlida, asi como también modificaciones de forma

que pueden estar relacionadas con las transiciones de fase sélido-sélido (15).

2.3.4.4. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO SOLIDO (RMN) DE Bcy
15
N.

Estos estudios se realizaron en colaboracion con el Dr. Gustavo Monti y la Dra. Yamila Garro-
Linck (IFEG-CONICET; FAMAF).

Se llevaron a cabo experimentos de RMN de estado sélido de *C y N utilizando la técnica de
polarizacidn cruzada con rotacién al angulo mdagico, mds conocido en inglés como cross
polarization/magic angle spinning (CP/MAS). Se utilizéd un espectrémetro Bruker Avance Il a
una frecuencia Larmor de 300,13 MHz, 75,46 MHz y 30,42 MHz para 1H, e y 15N,
respectivamente, equipadas con una sonda MAS de 4 mm. La velocidad de rotacién de las
muestras fue de 10 kHz, y los espectros CP/MAS C se registraron utilizando un pulso de 2 ms,
con rampa de amplitud variable. El experimento de edicién de carbono cuaternario *C
(supresion no cuaternaria; NQS, por sus siglas en inglés) se realizd en todas las muestras, lo
que permitid identificar las sefiales de carbono cuaternario y los grupos metilo, facilitando asi

la asignacién precisa de las sefales.

Se llevaron a cabo experimentos >N CP/MAS, con un pulso de 6 ms. Ademas se realizaron
experimentos para RIF y CMC-RIF de "H-"°N con tiempo de contacto corto (SCT, por sus siglas
en inglés) CP/MAS usando un tiempo de contacto 200 ps. Se usé glicina como referencia

externa de los espectros de *C y N y para ajustar la condicién de correlacién de Hartman-
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Hahn para los experimentos de polarizacidn cruzada. Se registraron diferentes nimeros de
transitorios para cada compuesto con el fin de obtener una adecuada relacién entre la seial y

el ruido.

La secuencia SPINAL64 se utilizd para el desacoplamiento heteronuclear durante la adquisicién

con un campo de protones Hyy que satisfizo ®;4/27 = yyH.y = 65 kHz (16) y una retraso de
reciclado de 5 s. La asignacion de los espectros de RMN de **C en estado sélido para RIF se
realizd por comparacidn con los desplazamientos quimicos obtenidos en solucién, teniendo en
cuenta el experimento NQS y las asignaciones presentadas por Przybylski et al. (2014) y
Agrawal et al. (2004) (17,18). Ademas, la asignacién de los espectros de RMN de N en estado
solido para RIF se llevd a cabo mediante la comparacién de los corrimientos quimicos con los

informados por Przybylski et al. (2014) (17).

2.3.4.5. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Los espectros infrarrojos se tomaron desde pastillas de KBr, que contenian cada una de las
muestras en una concentracién del 1% p/p de RIF y se registraron en un espectrometro
NICOLET FTIR (360 FTIR ESP, Thermo Nicolet, Avatar, EE.UU.). Las muestras se escanearon
entre 4000 a 400 cm™, y las condiciones de registro fueron resolucién 8,0; nimero de escaneos

40. Los datos se analizaron utilizando el software OMNIC.

2.3.5. CARACTERIZACION REOLOGICA DE LOS GRANULOS CMC-RIF

Las propiedades de flujo de CMC-RIF se caracterizaron usando el método descripto en la
Farmacopea Europea (Seccidon 2.9.15-16) (19). Los parametros determinados se detallan a

continuacion.

Angulo de Reposo: se tomé una fraccién de cada uno de los polvos y se le calculé el dngulo de
reposo (n=10). Se utilizé un embudo de PVC donde el extremo del vastago se encuentra
ubicado a una altura fija de 5 cm de una base de 0,995 cm de radio sobre la cual cae el polvo.
La fracciéon de polvo a ensayar se dejé caer por gravedad y cuando no se observaron
variaciones en la altura del cono formado se midié la altura con un calibre y se calculd el
angulo de inclinacion del cono formado aplicando la ecuacion: a= arcotang h/R, donde h es la

altura del cono formado y R es el radio de la base.

Densidad a Granel (DG) y Densidad Empaquetada (DE): se tard una probeta de 10 mL y se

colocd suavemente la fraccion de polvo a analizar. Este recipiente se pesd nuevamente y se
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calculé la DG como la relacidn entre el peso de las particulas y el volumen que ocupan. Los
mismos recipientes fueron sometidos a suaves golpes verticales hasta que el volumen de polvo
no presentd variaciones. Se calculé la DG y la DE como la relacidn entre el volumen ocupado
por las particulas antes y después de las vibraciones. Se realizé un triplicado de ensayos con

diferentes porciones del lote elaborado.

indice de Carr (IC) y Cociente de Hausner (CH): se calcularon a partir de los datos de DG y DE

con las siguientes ecuaciones:

1c = LEZLY 4100
e = PE
T DG

Los datos obtenidos se compararon con los valores establecidos en la USP 39 (11), resumidos

en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Propiedades de flujo y su relacién con el angulo de reposo, el ICy el
CH, segun USP 39.

ANGULO DE IC CH TIPO DE FLUJO
REPOSO
25-30 <10 1,00-1,11 Excelente
31-35 11-15 1,12-1,18 Muy Bueno
36-40 16-20 1,19-1,25 Bueno (Fair) (no necesita excipientes)
41-45 21-25 1,26-1,34 Regular (deberia mejorarse)
46-55 26-31 1,35-1,45 Pobre (se debe agitar-vibrar)
56-65 32-37 1,46-1,59 Muy pobre
>66 >38 >1,60 Pésimo

2.3.6. EVALUACION DE CAPTACION DE AGUA

Se prepararon discos (13 mm de didmetro) conteniendo polvos en las cantidades descriptas en
la Tabla 2.2 por compresién a 2 t en una prensa hidrdulica (Delfabro, Argentina). Cada disco se
sometid al ensayo de captacion de agua usando un aparato de Enslin como describe Nogami et
al. (20), en una sala con temperatura controlada. Los ensayos se realizaron por triplicado y la

absorcion de agua se expresé en mL por gramo de sélido.
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Tabla 2.2. Cantidad de polvo de RIF o CMC usado para
elaborar los discos de los ensayos de captacion de agua.

RIF 286+4 ---
CMC-RIF 285+6 79+2
CMC+RIF 288+3 80+1
CMC - 83,3+0,1

2.3.7. LIBERACION DE RIF DESDE MATRICES CMC-RIF

Se obtuvieron matrices que contuvieron 300,0 mg de RIF, por compactacién de 453,1 mg de
CMC-RIF en una comprimidora monopunzén (Talleres Sanchez, CS3-GMP, Argentina). Las
matrices obtenidas presentaron una dureza promedio de (25 + 7) 10* Pa (n = 10, AVIC,

Argentina).

La velocidad de disolucién de RIF desde las matrices CMC-RIF se midié en un disolutor (Hanson
Research, Modelo SR Il, EE.UU.), utilizando el método de disolucién USP 39 para cdpsulas RIF
(aparato 1, 900 mL de HCI 0,1 M, 100 rpm, 37 °C) (11). La cantidad de RIF liberada se
determind por comparacién con una solucion estandar de concentracion conocida de RIF en el
mismo medio (es decir, 300 mg de RIF en 900 mL de HClI 0,1 M), que se prepard
concomitantemente y se mantuvo en el bafio de agua durante el mismo periodo de tiempo

(USP 39).

Alos 5, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos de ensayo, se tomaron muestras de 15 mL utilizando
canulas filtrantes. A los fines de saturar el filtro, se descartaron los primeros 10 mL (que fueron
devueltos al vaso) y se repusieron 5 mL con medio fresco precalentado. Las muestras fueron
cuantificadas por espectrofotometria UV a 472 nm (espectrofotémetro UV-Vis Evolution 300,

Thermo Electron Corporation, EE.UU.).

Con fines comparativos, se realizé la disolucién de dos formulaciones de liberaciéon inmediata
comercialmente disponibles de RIF, denominadas formulacién 1 y 2. La Formulacién 1
(RIFADIN®, Sanofi-Aventis Argentina SA, Argentina, capsulas de gelatina dura) contuvo 300 mg
de RIF (que representaba un 83% p/p del contenido de la capsula), 50 mg de almidén de maizy
10 mg de estearato de magnesio. La formulacidn 2 (Rifampicina Fabra®, Fabra SA, Argentina,
capsulas de gelatina dura) contuvo 300 mg de RIF (que representa un 60% p/p del contenido

de la capsula), 5 mg de estearato de magnesio y manitol, en cantidad suficiente para 500 mg.

La eficiencia de disolucion (ED) se calculd a partir del perfil de concentracidén de RIF en funcion

del tiempo a los 5 y 15 minutos, usando la siguiente ecuacion:



62 | Laura Carolina Luciani Giacobbe

BC,

ED, = ——x 100
t = ABCro0y

En donde ABC: es el area bajo la curva del perfil de disolucidn hasta cierto tiempo, t, y ABC100%
es area del rectdngulo descripto por el 100% de disolucién en el mismo tiempo. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado, y los valores ED se compararon por un ANOVA

multifactorial (test de Tukey) en un intervalo de confianza del 95% (p<0,05).

2.4. RESULTADOS

2.4.1. PREPARACION DE CMC-RIF

CMC-RIF se obtuvo por impregnacién, usando etanol para promover la interaccidon entre CMC
y RIF. Este solvente se evapord facilmente cuando los materiales se secaron en la estufa.
Resultados similares fueron reportados por Ramirez Rigo et al. (10) después de cargar CMC con

atenolol y metoclopramida.

La observacion de las particulas bajo luz polarizada permitié diferenciar los cristales de RIF,
refringentes a la luz, respecto a las particulas amorfas de CMC. Estas particulas individuales de
CMC y RIF se pueden observar en la mezcla fisica CMC+RIF (Figura 2.1), mientras que en CMC-
RIF, las particulas de CMC estdn cubiertas por RIF cristalizada en la superficie. Experimentos
preliminares comparando diferentes relaciones CMC:RIF (CMC-RIFgs y CMC-RIFss) no
mostraron diferencias en la morfologia del cristal RIF cuando se observaron bajo luz

polarizada.
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Figura 2.1: Imagenes (40x) de CMC-RIF, sus precursores y la mezcla fisica,
obtenida por microscopia dptica de luz polarizada.

2.4.2. CONTENIDO DE RIF EN LOS GRANULOS DE CMC-RIF

La cuantificacién del contenido de nitrégeno determiné que CMC-RIF contuvo (75,8 + 0,1) mg
de RIF en 100,0 mg de polvo. Obsérvese que este valor estd ligeramente por debajo del
contenido tedrico previsto (78,3% p/p), lo que sugiere que se ha incorporado
aproximadamente 2,5% de agua al material sélido. Después de la disolucidn en medio &cido,

CMC-RIF liberd el (95,7 £ 0,4) % de la cantidad tedrica de RIF.

2.4.3. CARACTERIZACION DE CMC-RIF EN ESTADO SOLIDO

Los productos CMC-RIF, CMC, RIF y CMC+RIF se caracterizaron por microscopia dptica de luz

polarizada, DRXP, analisis térmico, RMN en estado sélido de B¢ y BN y FTIR.

Los perfiles DRXP se muestran en la Figura 2.2, donde RIF presenta un patrén de difraccién con
picos a 13,65 y 14,35° 20, caracteristicos de la forma cristalina | de RIF anhidra, en
concordancia con lo descripto previamente por Agrawal et al. (18). La mezcla fisica CMC+RIF

presentd un patrdn similar a RIF.

63
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CMC-RIF tuvo un patrén cristalino completamente diferente al de RIF. En cambio, fue similar a
los descriptos anteriormente para RIF.2H,O (7,12), con diferencias menores entre valores

entre 25y 30° 26.

RIF

CMC+RIF

RIF.2H,0

CMC

5 10 15 20 25 30 35
Angulo 20

Figura 2.2. Patrones de DRXP de CMC-RIF, sus precursores y la mezcla fisica CMC+RIF. El patrén
de difraccién de RIF.2H,0 se obtuvo con fines comparativos.

La interaccidn idnica entre farmacos y polielectrolitos (PE) se caracteriza por la pérdida de las
sefiales de los farmacos cristalinos (amorfizacién) (10,21-23). Aunque la DRXP de CMC-RIF
sugiere que la interaccidn entre RIF y CMC no es idnica, no se puede descartar otros tipos de

interacciones débiles, tales como las interacciones dipolo-dipolo o las hidrofébicas.

Los TGA, que representan la pérdida de peso y su derivada en funcién de la temperatura, se
muestran en la Figura 2.3. Se puede observar a partir de estos perfiles que RIF no perdié peso
al ser calentada desde temperatura ambiente hasta 225 °C, después de lo cual se observé una
reduccion significativa de la masa. En concordancia, el DSC (Figura 2.4) no reveld ningun
evento hasta el punto de fusidn, alcanzandose un maximo de degradacion exotérmica a los

252 °C (inicio 248 °C, recuperacién 270 °C), que es caracteristico de la forma cristalina | de RIF.
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Para CMC, el perfil de TGA mostré una pérdida de peso gradual (5,0%) desde temperatura
ambiente hasta 202 °C, resultante de la deshidratacién y de un proceso de descomposicion, el
cual alcanzé un maximo a 262 °C. El DSC de CMC revelé un amplio pico de degradacion
exotérmica a 247 °C (inicio 228 °C, recuperacién 255 °C). La mezcla fisica CMC+RIF mostrdé un

comportamiento consistente con la suma de ambos componentes.

Los TGA de RIF.2H,0 y la mezcla fisica CMC+RIF.2H,0 indicaron dos eventos principales. El
primer salto de pérdida de peso, con un mdximo a 137 °C, estuvo asociado a la liberacién de
agua de cristalizacidn, la cual correspondia a 2 moles de agua por mol de RIF. La segunda
pérdida de peso se debid a la descomposicion RIF, con un maximo a 255 °C. En concordancia,
sus DSC mostraron un evento endotérmico entre 144 °C y 163 °C, correspondiente a una
transicién de fase sélido-sélido donde se superpusieron eventos de deshidratacion, fusién y
recristalizaciéon. También se observé un pico de degradacidn exotérmica a 256 °C (7). RIF.2H,0
y CMC+RIF.2H,0 se sometieron a un ensayo de DSC con doble escaneo, para observar las
transiciones en ausencia de la amplia endoterma de evaporacion del agua de sorcion. Como se
observa en la Figura 2.4, el agua de cristalizacion se perdié facilmente cuando las muestras se
calentaron 1 min a 80 °C. De acuerdo con Henwood et al. (7), no se observo fusién para el
farmaco anhidro y se observd la pequefia endoterma de transicion sélido-sélido a 156 °C (linea

discontinua en la Figura 2.4).
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Figura 2.3. Termogramas de TGA (linea continua) y dTGA (linea discontinua) de CMC-RIF,
sus precursores y las mezclas fisicas CMC+RIF y CMC+RIF.2H,0.

CMC-RIF, por el contrario, presenté un comportamiento térmico muy diferente de los
materiales de partida y mezclas fisicas CMC+RIF y CMC+RIF.2H,0. De acuerdo con el valor de
contenido de RIF descrito en la seccidon 4.2, el perfil de TGA de CMC-RIF mostré una reduccion
gradual del 2,3% de peso, asignado a la pérdida de agua entre 30-161 °C. Finalmente, una
segunda pérdida de peso (con un maximo a 209 °C) se asignd a la descomposicidon. De manera
similar, el DSC de CMC-RIF indicé una endoterma de evaporacion casi imperceptible entre 43 y
170 °C y un pico de degradacién exotérmica a 256 °C. A diferencia de RIF.2H,0 o la mezcla
fisica CMC+RIF.2H,0, no se observé fusion ni deshidratacién cristalina en CMC-RIF, lo que

indica que hubo una interaccion entre CMC y RIF.
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Figura 2.4. Termogramas de DSC de CMC-RIF, sus precursores y las mezclas fisicas
CMCH+RIF y CMC+RIF.2H,0. Las lineas punteadas en negro en RIF.2H,0 y CMC+RIF.2H,0
muestran el DSC con segundo escaneo de estas muestras.

Estos eventos observados por TGA y DSC fueron confirmados por MPC. De hecho, la
deshidratacién en RIF.2H,0 y CMC+RIF.2H,0 se evidencié por una liberacidn intensa de
burbujas de vapor de la superficie de los cristales de RIF, acompafiada de un cambio
morfoldgico en la forma cristalina que confirmé la transicion de fase sélido-sélido previamente

observada por DSC a la misma temperatura (15). Contrariamente, CMC-RIF tuvo una liberacion
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moderada de burbujas de vapor a partir de 52 °C, mostrando un comportamiento similar al
observado por DSC y TGA. No se observaron cambios morfoldgicos ni transiciones de fase. Por
ultimo, la descomposicién, revelada por oscurecimiento de los sélidos, se observd para todas

las muestras a temperaturas similares a las observadas por DSCy TGA.

En la Figura 2.5 se muestran los espectros de RMN en estado sélido de **C para RIF, CMC,
CMC-RIF y RIF.2H,0. El espectro de CMC mostré sefiales amplias. Este hecho, sumado a la baja
proporcién de CMC en CMC-RIF (sélo (24,2 + 0,1) % p/p), justifican la razén por la cual las

sefiales de CMC no pueden ser claramente observadas en el espectro de CMC-RIF.

La asignacion del °C del espectro de RMN de RIF (Anexo 2) confirmé que el farmaco
correspondiéd a la forma cristalina I, ya que se observd una sefal Unica en la regién
comprendida entre 180-200 ppm, perteneciente al carbonilo en C11, tal como lo informé

previamente Agrawal et al. (18).
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Figura 2.5. A. Espectros de RMN en estado sélido de 3¢ de RIF, CMC-RIF, RIF.2H,0 y CMC.
B. Estructura molecular numerada de RIF.

El espectro de RMN de *C de CMC-RIF presenté diferencias mayores en comparacién con RIF,
ya que las resonancias de C8 (183,8 ppm) y C11 (188,1 ppm) en CMC-RIF se desplazaron a
mayores ppm (Ad= 15,2 ppm) y menores ppm (Ad= 7,9 ppm), respectivamente, en relacion a
RIF. Este comportamiento puede explicarse por un proceso de desprotonacion del grupo

fendlico OH acido en C8. La deslocalizacion de la nube de electrones it conlleva a la pérdida del
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doble enlace cetona en C(11)=0, como puede observarse por el desplazamiento de la
resonancia de C(11) a campos mas bajos. Esta informacion sugiere que RIF cristaliza como un
zwitterion en CMC-RIF. Relacionado con esto, Przybylski et al. (17) informé una forma de RIF
anhidra y zwitteridnica, cuyas resonancias fueron desplazadas 15,6 ppm hacia campos
ascendentes para el C(8) y 11,3 ppm hacia campos descendentes para C(11) en comparacion

con la forma cristalina | de RIF.

Puesto que la DRXP de CMC-RIF mostrd algunas similitudes con RIF.2H,0, también se obtuvo
su espectro de RMN de C. Se sabe que RIF.2H,0 cristaliza como un zwitteridn (7). En este
caso, el espectro de RMN de *C presenté un ensanchamiento de las sefiales comparadas con

CMC-RIF, indicando un menor grado de cristalinidad respecto a CMC-RIF.

N15
N38 *N CP/MAS
N15
N SCT-CP/MAS
RIF
N15,N39

N43 N CP/MAS
CMC-RIF

N38

N15 N43
N SCT-CP/MAS
CMC-RIF
[ T I T I T T T I T I T I T I T 1
0 -50 -100 -150 -200 -250 -300 -350 -400

Figura 2.6. Espectros de RMN en estado sélido de °N y *H-">N SCT-CP/MAS de RIF y CMC-RIF.

Con el fin de obtener una mejor comprensién de la naturaleza de las interacciones presentes
en CMC-RIF, se tomaron los espectros de RMN de N y 'H-">N SCT CP/MAS. Los espectros
correspondientes a RIF y CMC-RIF se muestran en la Figura 2.6, y los desplazamientos quimicos

se detallan en el Anexo 3.
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El espectro de RMN de N de RIF presentd las sefiales correspondientes a los cuatro
nitrégenos de la molécula, a corrimientos quimicos similares a los informados previamente
por Przybylski et al. (17) para la forma cristalina | de RIF. Adicionalmente, los desplazamientos
quimicos observados en el espectro de >N de CMC-RIF fueron cualitativamente similares a los
reportados para la forma zwitteriénica de RIF. Efectivamente, la sefial correspondiente al N15
en el espectro CMC-RIF se desplazé a campos mas bajos y se superpuso a la seiial
correspondiente al N39, que también se desplazé ligeramente a ppm menores, respecto a su
resonancia en RIF. Ademas, la resonancia del N38 se desplazd a frecuencias mds altas en
comparacién con la de RIF. Los cambios en N15 y N38 fueron mas intensos en CMC-RIF que los
informados para la forma zwitteridnica anhidra de RIF (A6 13 y 9 ppm, respectivamente). Esto

sugiere estos nitrégenos pueden estar involucrados en algunas interacciones con CMC.

El espectro de RMN de N de RIF.2H,0 no reveld sefiales, a pesar de que se obtuvo en las
mismas condiciones experimentales. Esto podria relacionarse con el ensanchamiento de las
sefiales observadas previamente en el RMN de **C, asociadas al menor grado de cristalinidad

del sdlido.

En el espectro de RMN de 'H-">N SCT CP/MAS para RIF (Figura 2.6), sélo se observa la sefial del
N15, ya que es el Unico nitrégeno unido directamente a un dtomo de hidrégeno. Sin embargo,
dos sefiales pertenecientes a N15 y N43 se pueden ver en CMC-RIF, apoyando la hipdtesis de

que RIF ha cristalizado en forma zwitteridnica en CMC-RIF.

Los espectros de FTIR también mostraron cambios significativos entre RIF, CMC-RIF, RIF.2H,0 y
las mezclas fisicas (Figura 2.7 A y B). Segun Agrawal et al. (2004) (18), las bandas de absorcion
caracteristicas de la forma | de RIF se encuentran a 3493 cm™ (ansa O-H), 1725 cm™ (carbonilo
C35=0), 1645 cm™ (furanona C11=0) y 1565 cm™ (C=0 amida). Adicionalmente se observan
bandas de Bohlmann (modo perturbado) a 2801 cm™, que corresponden a la vibracién del
enlace C—-H del grupo N-CH; en RIF (Figura 2.7A)(17).La mezcla fisica CMC+RIF presentd un

perfil similar al de RIF .

De acuerdo con su naturaleza zwitteridnica, RIF.2H,0 no presenté bandas de Bohlmann.
Ademas, una banda ancha a 1548 cm™ atribuida al grupo naftaleno en RIF, presentd un cambio
hipsocromico hacia 1560 cm™ en RIF.2H,0, lo cual es consistente con la resonancia del ion
fenolato (O(8)) en el anillo de naftaleno (Figura 2.7B). En el espectro FTIR de CMC-RIF, las
bandas de Bohlmann estuvieron ausentes y las bandas atribuidas al grupo naftaleno se

observaron a 1564 cm™, confirmando asi la naturaleza zwitteridnica de RIF en CMC-RIF.
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Figura 2.7. Espectros de FTIR representativos de RIF, RIF.2H,0 y CMC-RIF. La naturaleza
zwitteridnica de RIF en CMC-RIF se confirma por la ausencia de la banda correspondiente
al estiramiento del grupo N-CH; no protonado (2801 cm™) y el desplazamiento
hipsocrémico de la banda atribuido al grupo naftaleno a 1564 cm™.

2.4.4. CARACTERIZACION REOLOGICA DE CMC-RIF

La Tabla 2.3 muestra las propiedades reoldgicas de RIF y CMC-RIF. Como puede observarse,
CMC-RIF presentd propiedades de flujo significativamente mejoradas respecto a las de RIF,
que son adecuadas para la produccidn de comprimidos o capsulas. De hecho, segun las
puntuaciones de la Farmacopea Europea, el dngulo de reposo en CMC-RIF pasé de pobre a

excelente, el CH y el IC cambiaron de pobres a regular y bueno, respectivamente.

Tabla 2.3. propiedades reoldgicas de RIF y CMC-RIF
Muestra Angulo de reposo (°) DG (g/mL) DE (g/mL) IC CH
RIF 48 +3 0,51+0,01 0,69+0,01 260+0,5 1,35+0,01
CMC-RIF 22+1 0,36+0,01 0,44+0,01 21+2 1,20+ 0,04
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2.4.5. CAPTACION DE AGUA

La hidrofilicidad de los sélidos, determinada por su capacidad de sorcién de agua, se evalué
utilizando el aparato de Enslin, el cual permite medir el volumen de liquido retenido por
capilaridad, a intervalos de tiempo preestablecidos. La Figura 2.8 muestra la sorcidon de agua
de los solidos (mL/g de sélido) a temperatura ambiente en funcién del tiempo (min). La
captacion de agua en CMC fue muy rapida, alcanzando una meseta tras la incorporaciéon del
150% de su peso inicial en agua en menos de un minuto. Como era de esperar, RIF sorbid una
cantidad casi imperceptible de agua, mientras que en el caso del CMC-RIF, la meseta se
alcanzé 10 minutos después de la incorporacidon del 100% de su peso inicial en agua,
mejorando asi la hidrofilicidad de RIF. De manera similar, la mezcla fisica CMC+RIF incorporé el
90% de su peso en agua después de 3 minutos. No se observé evidencia del desarrollo de una
capa de hidrogel que pudiera retrasar la liberacidon del farmaco en ningun caso, lo que es

deseable para la liberacidn rapida de RIF.
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Figura 2.8. Captacion de agua (mL) por gramo de sdélido en discos de CMC-RIF, RIF, CMCy la
mezcla fisica CMC+RIF en funcién del tiempo. La cantidad de CMC es la misma en todos los
sistemas. El contenido de CMC en CMC-RIF mejora significativamente la hidrofilicidad de RIF.

2.4.6. LIBERACION DE RIF DESDE CMC-RIF

La matriz de CMC-RIF se disgregd instantdnea y completamente en medio acido, dando como

resultado una liberacidn muy rdpida de RIF (99 % a los 15 min; Figura 2.9A). Los perfiles de
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disolucién de dos formulaciones de RIF comercialmente disponibles (formulaciones 1 y 2)
también se muestran en la Figura 2.9A. Como puede observarse, la ED de RIF fue
significativamente mayor en las matrices de CMC-RIF, en comparacidn con las formulaciones

comerciales (Figura 2.9B, p <0,05).
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Figura 2.9. A. Perfil de liberacién de RIF en HCl 0,1M a partir de matrices CMC-RIF,
Formulacion 1 y Formulaciéon 2. B. Eficiencia de disolucién (ED) a 5 y 15 minutos en HCI
0,1M. Los resultados se expresan como media * EE.

2.5. DISCUSION

Usualmente, los complejos PE-farmaco se obtienen mezclando un PE con un farmaco de carga
opuesta en un medio adecuado (agua o etanol), capaz de disolver uno o ambos componentes
(10,22). Los materiales sélidos resultantes son dispersiones moleculares amorfas del farmaco
unido idnicamente al portador polimérico. Contrariamente, CMC-RIF es un material cristalino
con picos agudos observados por DRXP. En consecuencia, no se pudo demostrar la interaccion
idnica entre los grupos acidos de CMC vy los grupos amino de RIF en CMC-RIF, en el cual las
particulas de CMC estan cubiertas por RIF zwitteridnica. Por lo tanto, CMC-RIF es una
dispersion sdlida cristalina, ya que los cristales RIF coexisten con particulas CMC. Los perfiles
DRXP de CMC-RIFyg y CMC-RIFy¢ presentaron picos agudos en los mismos angulos que CMC-
RIF, lo que sugiere que tales dispersiones cristalinas pueden obtenerse usando otras relaciones
CMC: RIF (Anexo 4). Teniendo en cuenta que CMC-RIF permite una mayor capacidad de carga

de RIF, éste fue seleccionado para continuar los estudios.
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CMC se seleccioné como portador, ya que los complejos con CMC han mostrado previamente
una liberaciéon muy rapida de algunos farmacos basicos en medio acido (10). La CMC acida es
insoluble en agua asi como también en otros disolventes farmacéuticos. RIF es insoluble e
inestable en agua, pero es ligeramente soluble en etanol (USP 39), el cual se seleccioné como
medio de interaccién. A diferencia de los complejos PE-fdrmaco convencionales, sélo una

fraccion de RIF se disolvid en etanol durante la preparacién de CMC-RIF.

La caracterizacion exhaustiva, utilizando espectros de RMN de *C y N y FTIR, confirmé la
ausencia de interaccién idnica entre RIF y CMC. Sin embargo, las diferencias observadas en el
analisis térmico indicaron que posiblemente se han producido otras interacciones no
covalentes, tales como del tipo puente hidrégeno o hidrofdbicas. A partir de los espectros de
RMN de “Cy PN, se puede concluir que, en CMC-RIF, RIF cristaliza en una forma zwitteridnica
gue interactua con la superficie de las particulas de CMC. Esto fue confirmado por el RMN de
'H->N SCT CP/MAS y los espectros FTIR refuerzan estos resultados. Cabe sefialar que la forma |
de RIF, que se usd6 como material de partida, se transformd completamente en cristales

zwitteridnicos altamente ordenados, que fue la Unica fase cristalina presente en CMC-RIF.

Es conocido que, en disolventes préticos (como el etanol), el protén del grupo fendlico en 08
se transfiere al atomo de N43 para formar la especie zwitteridnica, que prevalece en solucidn
(24). En la preparaciéon de CMC-RIF, la reorganizacion cristalina pudo vincularse a la existencia
de una interaccidn tipo puente de hidrégeno entre la fraccidn disuelta de RIF y los grupos de
acido carboxilico en la superficie de las particulas de CMC, que conllevd a una orientacidn
preferencial de moléculas zwitteriénicas de RIF y favorecid la formacién del nicleo de RIF
zwitteridnico en particulas CMC. Adicionalmente, las moléculas de RIF remanentes pudieron
haber cristalizado como un zwitterion cuando se evaporé el etanol utilizado en la preparacion
de CMC-RIF (Figura 2.10). La induccidn de orientaciones preferenciales de sdlidos cristalinos en
presencia de polimeros se ha descrito previamente (25,26). Aunque no se puede descartar una
interaccion acido-base entre los grupos acido carboxilico en la superficie de CMC y los grupos
amino de moléculas RIF no zwitteridnicas en solucién, esto no da lugar a la formacién de

nucleos cristalinos, ya que RIF zwitterionica es la Unica fase cristalina presente en el sélido.
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Figura 2.10. Mecanismo propuesto para la formacidn de la dispersion sélida cristalina de
CMC-RIF.

Cabe destacar que la interaccion entre RIF y CMC ocurriria sélo en la superficie de CMCy por lo
tanto, la relacion de equivalentes carboxilicos en CMC: grupos amina de RIF no es un aspecto
importante. De hecho, la DRXP de CMC-RIF,s y CMC-RIFgs mostraron el mismo perfil cristalino
qgue CMC-RIF. Sin embargo, se requieren mas estudios para confirmar esta hipdtesis, para la
cual se debieran utilizar proporciones de RIF y CMC diferentes de las utilizadas en nuestro

estudio.

Es ampliamente conocido que RIF es hidrofébica (7), lo que podria afectar seriamente los
procesos de disolucidn. Se pudo observar una diferencia notable en la captacién de agua de
CMC-RIF en comparacion con RIF pura. Este comportamiento estaria adjudicado a que los
cristales de RIF unidos a la superficie de CMC forman un Unico material particulado, donde la
alta capacidad de hidratacion de CMC mejoré la humectabilidad de RIF. Un sistema de este
tipo es similar a las dispersiones sélidas obtenidas por una metodologia de unién superficial,
en la que un vehiculo hidrofilico se une al farmaco, aumentando asi su humectabilidad (27—
29). De hecho, Ramirez Rigo, et al. (10) informaron que, en matrices que contienen CMC, el

agua difunde rapidamente a través de los poros de la matriz y la moja completamente. La
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captacion de agua en CMC-RIF fue mayor que la de la mezcla fisica. Esta diferencia puede estar
relacionada con la cristalizacién del RIF como un zwitterién, lo que contribuyd a la
hidrofilicidad del sistema. Ademas, la velocidad de captaciéon mds lenta observada en CMC-RIF
durante los primeros 5 minutos esta probablemente asociada con el hecho de que CMC estaria
cubierta por cristales de RIF (componente principal), que puede ocluir parcialmente algunos de

los poros de la matriz y por lo tanto producir un retraso en la entrada del agua.

Las matrices CMC-RIF liberaron RIF con muy rapida velocidad de disolucién, siendo la velocidad
de liberacién y ED de RIF significativamente superiores a las observadas para las formulaciones
comerciales evaluadas. Tal comportamiento puede relacionarse tanto a la alta capacidad de
hidratacion de CMC como a la forma zwitteridnica de RIF. Como se informd anteriormente, la
especie zwitteridnica de un farmaco es mas hidrdfila y también mas soluble que su homodlogo

no zwitteridnico (30).

La capacidad de CMC-RIF de liberar RIF de manera muy rapida facilita la disposicién de una
mayor cantidad de RIF en el sitio de absorcién, lo cual es altamente deseable para mejorar la
biodisponibilidad de RIF (31). Adicionalmente, la liberacién completa de RIF esta garantizada,
ya que la interaccién entre RIF y CMC es reversible. Esto es importante, en vista de que existen
reportes de algunas formulaciones comerciales que liberaron sélo el 80% de la dosis declarada

de RIF en 45 min, debido a su interaccidn con algunos excipientes acidos.

El hecho de que RIF presente una solubilidad dependiente del pH, conlleva a la necesidad de
disolver su dosis completamente a pHs menores a 3. En consecuencia, la disolucién de RIF
dependerd de la acidez del estdmago. En situaciones en las que el pH del estdbmago aumenta
(efectos de los alimentos, coadministracion de los inhibidores de la bomba de protones,
enfermedad, edad) se observara un impacto negativo en su tasa de disolucion y
biodisponibilidad, de manera impredecible e incontrolada (32). En este contexto, la disolucidon
muy rdpida observada con CMC-RIF podria ayudar a reducir el impacto de tales factores
proporcionando un corto tiempo de residencia en el estémago. Adicionalmente, Ia
inestabilidad de RIF en medio acido puede verse reducida al ser rdpidamente absorbida por la

mucosa gastrica (2).

Varios autores han reportado sistemas para mejorar el desempefio de las formulaciones de RIF
(33-37). Sin embargo, sélo algunos aumentaron la velocidad de disolucién de RIF y de éstos,
ninguno la optimizé tanto como las matrices CMC-RIF. Por ejemplo, Yadav et al. (38)

obtuvieron granulos de RIF usando polietilenglicol y poloxamer como aglutinantes, lo que
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mejord la velocidad de disolucién de RIF hasta un 80% en 15 min en HCI 0,1 M. En otro estudio,
Schianti et al. (39) obtuvieron nanoparticulas de RIF que incrementaron de un 60 a un 80% la
liberaciéon de RIF con respecto al farmaco puro, cuando se disolvieron los polvos en una

solucidn reguladora de pH 7,4, durante 45 min.

CMC-RIF, al igual que otros materiales coprocesados, es una mezcla homogénea que no se
segregaria como las mezclas convencionales. En las mezcla fisicas elaboradas, las diferencias
de tamano de particula y de densidad de los polvos de CMC y RIF, puede hacer que los sélidos
se segreguen en los procedimientos de formulacién convencionales. Por ejemplo, en el
proceso de compresién, se podrian formar comprimidos con mas o menos proporcién de CMC
y por lo tanto estos serdn mds o menos hidrofilicos. Esta variabilidad no seria deseable para
asegurar la adecuada disolucién de RIF. Por lo tanto, se deberian aplicar otras estrategias
farmacotécnicas para mejorar la homogeneidad, tal como el agregado de altas proporciones

de excipientes.

CMC-RIF presenta propiedades de flujo mejoradas y puede ser utilizado para la obtencion de
comprimidos por compresion directa, con el sdélo agregado de pequefias proporciones de
excipientes (lubricantes, ligantes). Por lo tanto, la formulacién de comprimidos a partir de
CMC-RIF puede ser un método de produccidn simple, econdmico y versatil. Ademas, CMC-RIF
puede ser Util para desarrollar sistemas orales en CDF de administracidn segregada de RIF e

ISO.

En vista de que la tuberculosis es una enfermedad fuertemente asociada a la pobreza, existe
una alta incidencia en los paises subdesarrollados y en desarrollo. Por lo tanto, es esencial que
los sistemas desarrollados tengan una relacidon costo-beneficio aceptable para que el producto
esté disponible para los sistemas de salud publica de estos paises (40). Respecto a esto, cabe
destacar que CMC esta incluida en varias farmacopeas (Farmacopea Argentina (41),
Farmacopea Japonesa (42)) y su sal sédica es catalogada por la FDA como un compuesto
Reconocido Generalmente como Seguro (mas conocido por su término en inglés Generally

Recognized as Safe, GRAS) (43).

2.6. CONCLUSIONES

CMC-RIF es una dispersion sdlida cristalina que puede ser preparada utilizando componentes y
metodologias accesibles a los sistemas de salud de las comunidades con recursos limitados.
Las relaciones estructura-propiedad que subyacen a su comportamiento de muy rapida

disolucién han sido exploradas y los resultados muestran que CMC-RIF es un nuevo material
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qgue puede ser Util para la formulacién de formas farmacéuticas sélidas, ya sea sola o en
combinacion con otros farmacos antituberculosos. Este desarrollo podria ser un paso

interesante para abordar la problemdtica de la biodisponibilidad inaceptable de RIF.
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CAPITULO 3

DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE
MATERIALES PORTADORES DE
ISONIACIDA-ACIDO ALGINICO

3.1. INTRODUCCION

RIF e ISO son administradas en CDF principalmente para favorecer la adherencia al tratamiento
y reducir el riesgo de desarrollo de resistencia microbiana. En las formulaciones
comercialmente disponibles, ambos farmacos se liberan de manera inmediata y concomitante.
En estas condiciones, la degradacidn acida de RIF esta acelerada por la presencia de ISO, en

una magnitud proporcional a su concentracion.

Con el propdsito de optimizar la farmacoterapia de la tuberculosis, se plantea el desarrollo de
una formulacidon en CDF de RIF e ISO de liberacidn sitio-especifica y segregada, que mejore la

estabilidad y la biodisponibilidad de RIF.

En la etapa anterior se desarrollaron las matrices CMC-RIF, capaces de liberar RIF con muy
rapida velocidad de disolucidn. En esta etapa se plantea la necesidad de generar una
formulacion de ISO de liberacién modificada para combinar con el sistema CMC-RIF, ya sea en
forma de comprimidos bicapa, comprimidos con cubierta compactada u otros sistemas
multiunitarios. De esta manera, se pretende minimizar la exposicién concomitante de ambos

farmacos.

ISO es un farmaco con buena solubilidad acuosa pero los datos sobre su absorcion oral y su
permeabilidad no son concluyentes, por lo que este farmaco esta clasificado como clase I/lll

borderline, segun el SCB (1).

En estudios en ratas, se ha reportado que ISO es poco permeable en el estdmago y que su
principal sitio de absorcion se encuentra en el intestino (2). En funcion del sitio de mayor
permeabilidad gastrointestinal, la formulacidon de un sistema de I1SO de liberacién sostenida,

con mayor liberacidn del farmaco en intestino, seria una estrategia adecuada.
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Acido Alginico (AA) es un polielectrolito (PE) anidnico capaz de asociarse con farmacos con
grupos bdsicos o zwiteriénicos, formando complejos PE-farmaco. En nuestro grupo de
investigacion existe amplia experiencia en el desarrollo y evaluaciéon de las propiedades de
relevancia farmacotécnica y biofarmacéutica de estos complejos, tanto en forma de

dispersiones y como productos sélidos (3-5).

Los productos sdélidos con AA son, generalmente, complejos iénicos amorfos estables, los
cuales pueden ser facilmente manipulados mediante operaciones farmacotécnicas
convencionales. Las matrices obtenidas mediante compactacidon directa de los polvos

presentan perfiles de liberacién modificada, adecuados para la via oral (3).

Las matrices de AA o alginato de sodio (AANa) generan sistemas que modulan la liberacion de
farmacos mediante la formacion de una capa hidrogel, que presenta una solubilidad
dependiente del pH. La presencia de grupos carboxilicos y carboxilatos en AA y AANa,
respectivamente, pueden aceptar o liberar protones ante el cambio de pH del medio, lo que
conlleva a la formacién de una capa mas o menos rigida. Asi, en medio acido AANa se
convierte a AA, el cual tiene menor solubilidad. Esta capa insoluble reduce la liberacién de
farmacos a pHs acidos y también modula la liberaciéon en el medio intestinal, ya que el AA
formado demora un tiempo en convertirse en AANa (6). La capa hidrogel que forma el AANa,

mas soluble, libera los farmacos con mayor velocidad.

Los farmacos se liberan desde las matrices de AA o AANa con una cinética de orden cero. Esta
cinética se explica sobre la base de que, en contacto con el medio de disolucién, ocurre un
equilibrio entre la expansiéon y la erosién de la capa de hidrogel, lo que da como resultado un
area superficial casi constante de la matriz (3). Sin embargo se ha descripto que, el gel
insoluble de AA puede generar problemas de laminacion o craking en las matrices, lo que
puede comprometer la integridad de la barrera de difusidon de farmacos y dar como resultado

la pérdida de liberacién controlada del farmaco desde las matrices (6).

3.1.1. OBIJETIVOS

El objetivo del trabajo fue obtener un material portador de ISO por asociacién con AA, que
permita minimizar su disolucion en medio acido y que sea capaz de liberarla de forma
completa y sostenida en fluidos intestinales. Se busca que este sistema sea potencialmente util

en el desarrollo de formulaciones sélidas en CDF junto con RIF.
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3.2. MATERIALES

Se utilizaron KBr y los medios de disolucién descriptos en el capitulo 2.

ISO, grado farmacéutico, fue adquirida en Parafarm®-Argentina. AA (calidad pro-analisis) y
alginato de sodio (AANa; calidad USP-NF) fueron adquiridos en Sigma®-Argentina e ISP®-

Reino Unido, respectivamente.

Los equivalentes de grupos carboxilicos por gramo de AA se determinaron mediante titulacidon
potenciométrica acido-base tal como lo describe Ramirez-Rigo et al. (3), para lo cual se
disolvieron 50,0 mg de AA en 40 mL de agua destilada. El sistema se titulé con NaOH 0,0500 M
hasta el punto equivalente. Los equivalentes de grupos carboxilicos por gramo de AA fueron

(4,47+0,03) x 10°. Este ensayo se realizé por triplicado.

Los demads reactivos fueron de calidad farmacéutica o analitica y se utilizaron tal como se

recibieron.

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. PREPARACION DE COMPLEJOS AA-ISO

A los fines de seleccionar un método de preparacion adecuado de complejos de AA con ISO, se
realizaron estudios preliminares utilizando proporciones variables de agua y etanol e
incorporando sodio como contraion. Estas condiciones se tuvieron en cuenta, ya que ISO es

poco soluble en etanol.

Se obtuvieron complejos AA-ISOy por mezclado en un mortero de 380,0 mg de ISO y 620,0 mg
de AA, y la adicion de 2 mL de etanol (AA-ISOy)e: 0 agua (AA-ISOx),gua. El sufijo X representa la
neutralizacién con 1SO del 80 o 100% de los grupos de AA capaces de interaccionar
idbnicamente. A continuacidn, la masa se extruyé utilizando un tamiz con tamafio de poro de
600 pum (ASTM, Zonytest, Argentina) para obtener granulos que se secaron hasta peso

constante en un horno a 40 °C.

Los complejos AA-ISOy-Na,s se obtuvieron mediante un procedimiento similar después de una
neutralizacién inicial del 25% de los grupos carboxilicos de AA con NaOH 1M, para lo cual se
afiadié 1,1 mL de esta solucidén a 1,00 g de AA. A este sdlido, se anadid 1,9 mL de una solucion
hidroalcélica de ISO (proporcion de etanol: agua 70:30), cuya concentracion fue 24,3, 19,5 o

14,6 % p/v. Estas soluciones contuvieron una cantidad de ISO, tal que se neutralizaran el 45, 60
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0 75% de los grupos de AA capaces de interaccionar idnicamente. La cantidad de medio de
dispersion incorporada fue de 3 mL/g de sdlido. De la misma manera que para los complejos
(AA-1SOx)etY (AA-ISOx)aguas l0s granulos se obtuvieron por tamizado a través de una malla de
600 um y posterior secado a 40 °C hasta peso constante. Los complejos AA-ISOx-Nays

contienen un 25% p/p adicional de AA, en forma de AANa, respecto a los complejos AA-ISOy.

A los fines comparativos, se preparard una mezcla fisica (AA+ISO), mediante la interposicion y

mezcla de AA e ISO en una proporcién equivalente a (AA-1SO1g0)et © (AA-1SO100)agua-

3.3.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ISO EN LOS COMPLEJOS

Para valorar el contenido de ISO en los productos sélidos se pesaron con exactitud 30,0 mg de
complejo, previamente secado a peso constante en desecador con vacio, que se llevaron a un
matraz de 50 mL y se enrasé con agua destilada. Luego de la formacién de una dispersion
homogénea y translicida, se tomd una alicuota de 1 mL y se diluyé hasta 10 mL con agua
destilada. I1SO se cuantificé por espectroscopia UV-Visible en un espectrofotémetro UV-Vis
Evolution 300, a 261 nm, contra curva de calibracidn de I1SO en el mismo medio de disolucién

(E= 4123,1 M™cm™). El ensayo se realizé por duplicado.

3.3.3. CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS AA-ISOy Y AA-1SOx-Nays EN
ESTADO SOLIDO

A los fines de determinar la interaccidén idnica entre AA e ISO, la serie de productos AA-ISOy y
AA-ISOx-Na,s, los materiales de partida y la mezcla fisica se caracterizaron por microscopia de
luz polarizada, DRXP, FTIR, andlisis térmico, utilizando las condiciones experimentales
descriptas en el Capitulo 2 (secciones 2.3.4.1; 2.3.4.2; 2.3.4.3 y 2.3.4.5). En esta etapa se
seleccioné el producto que haya demostrado acomplejamiento iénico y mayor capacidad de
carga, ya que este material seria potencialmente util para combinar con CMC-RIF en un

sistema multiunitario.

3.3.4. CARACTERIZACION REOLOGICA DE LOS GRANULOS DE AA-1SOs-
Najs

Las propiedades de flujo del complejo seleccionado en la etapa anterior fueron caracterizadas

usando el método descripto en la Farmacopea Europea (Seccién 2.9.15-16). Los parametros

determinados se detallan en el capitulo 2, seccidn 3.5.
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3.3.5. EVALUACION DE CAPTACION DE AGUA

La sorcidon de agua por parte de AA-ISO;s-Na,s se evalud con la metodologia descripta en el
Capitulo 2, seccién 3.6. A los fines comparativos, se evaluaron I1SO y la mezcla fisica AA+ISO.
Las cantidades de solidos pesados para la preparacién de los discos se resumen en la Tabla 3.1.
Los ensayos se realizaron por triplicado y la absorcién de agua se expresé en mL por gramo de

sdlido.

Tabla 3.1. Cantidad de polvo de ISO o AA usado para preparar
los discos de los ensayos de captacidn de agua.

ISO 449 + 4
Mezcla fisica AA+ISO 172 +1 267 12
AA-1SO;5-Na,s 161+2 363+4

3.3.6. LIBERACION DE ISO DESDE MATRICES DE AA-ISO75-Nays

Se obtuvieron matrices que contuvieron 150 mg de ISO, por compactacién de la cantidad
adecuada de AA-ISOss-Nays en una comprimidora monopunzén (Talleres Sanchez, CS3-GMP,
Argentina). Las matrices obtenidas presentaron una dureza promedio de (9 + 2) 10* Pa (n = 10,

AVIC, Argentina).

Las matrices (n=6) se sometieron a estudios de liberacion en medios biorrelevantes, de pH
1,2040,05 y 6,80+0,05. Todos los estudios se llevaron a cabo en un equipo Disolutor USP
Hanson SR6, aparato 1, a 100 rpm. El volumen del medio de disolucion fue de 900 mL (a 37,0 £

0,5 °C).

Ademas se realizd un ensayo de liberacion secuencial para simular las condiciones del tracto
gastrointestinal. En este caso, las matrices (n=3) contenidas en los canastillos se trasladaron
desde el medio pH 1,20 al de pH 6,80 a las 2 horas de iniciado el experimento, segun lo
establecido en el capitulo 711 Dissolution USP 39-NF34, para formas farmacéuticas de

liberacion retardada (método B).

A tiempos predeterminados, se tomaron muestras de 2 mL (sin reposicion de medio), que
fueron analizadas por espectroscopia UV (espectrofotometro UV-Vis Evolution 300), a 266 nm
(pH 1,20) y 263 nm (pH 6,80) contra curvas de calibracién preparadas en el mismo medio (E:

5038,4 M'cm™y 4164,5 M cm™, respectivamente).
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3.4. RESULTADOS

3.4.1. CONTENIDO DE ISO EN LOS SOLIDOS

El porcentaje de ISO en AA-ISO;s-Na,s fue (30,70+0,03) % p/p. Por lo tanto, para la preparacion
de las matrices conteniendo 150 mg ISO, se pesaron 0,4890 g de complejo que fueron

posteriormente comprimidos en una comprimidora monopunzon.

3.4.2. CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS AA-ISOx Y AA-ISOx-NA,s EN
ESTADO SOLIDO

ISO es un sdlido cristalino, de estructura ortorrdmbica, que presenta birrefringencia en toda la

gama cromatica, mientras que AA es un sélido amorfo. Respecto a su capacidad acido-base,

ISO es un zwitteridn. En la Figura 3.1 se describen los equilibrios acido-base y los pKa que

presenta ISO.

Como sucede con otros complejos PE-Farmaco, sélo las especies ionizadas del farmaco son las
capaces de interaccionar con los PE. Las especies de ISO capaces de interaccionar con AA son
los cationes mono y divalentes, principalmente presentes en soluciones acuosas a pHs
menores a 3,5. (1). En estas condiciones AA se encuentra parcialmente disociado, ya que tiene

un pKa que oscila entre 3,40 (dcido manurdnico) y 3,70 (acido gulurdnico) (7).

Por lo tanto, es de esperarse que el agua favorezca la interaccion entre AA e ISO, ya que

aumenta la capacidad de formacién de especies disociadas en ambos compuestos.

i _
’\Il+\ | N\ N\ N\ N\
o [g OO C
o7 SNH ms 7 'T’H ﬂES o T'H pKa,: 10,8 o7 ’T‘ T o \T
H/’{lf"H H/ET”H e H™ H v
i |

Figura 3.1. Equilibrios acido-base de ISO. El fdrmaco es una base débil, que a pH 3,5 se
encuentra 50% disociada.
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Figura 3.2. Imagenes (100x) obtenidas por microscopia dptica de luz polarizada (izquierda) y
patrones de DRXP (derecha) de ISO, la mezcla fisica AA+ISO, la serie de complejos AA-ISOy y
AA-ISO;5-Nays y AA.

Las imagenes obtenidas por microscopia dptica de luz polarizada y los patrones de DRXP
(Figura 3.2) muestran que las propiedades cristalinas de 1SO se redujeron en los complejos, a

medida que se usa agua como medio de dispersidn y se aumenta la proporcién de ISO disuelta
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en el medio (agua/etanol), ya que se favorece la interaccidn. De hecho, estudios preliminares
en nuestro laboratorio, mostraron que la interaccién con ISO fue incompleta cuando se agregd
una solucidén alcohdlica de ISO a AA. La birrefringencia y las reflexiones cristalinas se pierden
por completo en AA-ISOss-Nays, lo cual se atribuye a la dispersion molecular de I1SO en éste

material, lo que sugiere completa interaccién de ISO con AA.

En el caso de AA-ISO,s-Nays, el agregado de NaOH al AA, aumentd la solubilidad del polimero,
lo que podria favorecer la interaccién con ISO. Este fendmeno se ha observado con otros PE,
tales como Carbomer (8) y Eudragit E100 (9,10), que presentaron un aumento de solubilidad e
hidrofilicidad cuando se les adiciond un contraién pequefio (Na* o CI). Adicionalmente, para la
obtencion de AA-ISO;5-Nays, el farmaco se disolvié en el medio de reaccidn, lo que favorecié la

interaccion con AA.

El analisis FTIR se centro en las bandas indicativas de la interaccion acido-base entre AA e ISO.
Las regiones de vibracion asociadas con el grupo carboxilo de AA (v C=00H y la vibracion
simétrica y asimétrica de los grupos COQ’) y las del grupo N-NH, de ISO se analizaron para la

serie de complejos, sus precursores y la mezcla fisica AA+ISO.

Tal como lo muestra la Figura 3.3, los espectros FTIR de los complejos mostraron diferencias

marcadas en comparacidn con los precursores puros.

Los espectros de (AA-1SOy)agua Y AA-ISOx-Na,s mostraron una disminucidn relativa y progresiva
de las bandas intensas a 1741 y 927 cm™, atribuidas a la vibracién de tensién C=OOH vy la
vibracién de flexiéon fuera del plano COO-H de AA (11), en funcién de su porcentaje de
neutralizaciéon. Las bandas mencionadas desaparecieron en las muestras de AA-ISOx-Nays.
Contrariamente, en este espectro aparecieron las sefiales correspondientes al estiramiento
asimétrico del grupo COO a 1619 y 1417 cm™, de manera andloga a las sefiales de AANa. La
modificacion de intensidad de estas bandas fue relativa a la banda a 1031 cm™, asignada a la

vibracién de estiramiento de los enlaces C-O, C-Cy C-OH de AA (12).

Las sefiales caracteristicas de ISO fueron las bandas de vibracién amida | y amida Il a 1650 y
1620 cm™, respectivamente(13). Estas sefiales del grupo C=ONH- estdn vinculadas a las
interacciones de puente hidrégeno intermoleculares que se establecen en la celda cristalina
(14). En el caso de (AA-ISOy).: Y en la mezcla fisica AA+ISO, se observaron las sefiales de ISO sin
modificaciones. Sin embargo, las bandas de ISO desaparecieron completamente en los

sistemas (AA-1SOx)agua Y AA-ISOx-Najs.
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Figura 3.3. Espectros de FTIR de AA, alginato de sodio (AANa), ISO, complejos (AA-ISO1qg)et, (AA-
ISO100)agua Y AA-1SO75-Nays. Bandas correspondientes a: @ estiramiento del enlace C=00H del
grupo acido de AA (1741 cm™); A vibracién de flexion fuera del plano del enlace COO-H de AA
(927 cm™); @ estiramiento asimétrico del grupo COO de AANa (1619 y 1417 cm™); m
estiramiento del enlace C=0 de 1SO (amida I: 1650 cm™ y amida Il: 1620 cm™). Para mayor
claridad, se incluyeron en la Figura sdélo algunos espectros representativos.

La reduccién de la intensidad relativa de las bandas propias de AA y de ISO en los materiales
AA-ISOx-Na,s se adjudicd a la interaccidn idnica entre ISO y AA. Este comportamiento es similar
al observado en otras dispersiones de AA-farmaco (3,15) y otros complejos idnicos PE-farmaco
(16,17), y esta asignado a una interaccién a nivel molecular entre el farmaco y el polimero. En
este caso, la interaccién estuvo fuertemente asociada al agregado de agua como medio de

interaccion, a la disolucién de ISO en dicho medio y al agregado de sodio al AA.

Cabe destacar que el acomplejamiento se observd en todos los porcentajes de carga de AA-
ISOx-Na,s. Ademads, AA soporté la neutralizacion completa de sus grupos funcionales, ya que

no se observaron seiales propias de ISO libre en AA-ISO;5-Nays.

Mediante el andlisis térmico (Figura 3.4) se confirmé la completa interaccién entre AA e ISO,

previamente establecida por las técnicas antes descriptas. A partir de los perfiles de TGA, se
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puede observar que ISO no perdié peso al ser calentada desde temperatura ambiente hasta
164 °C, después de lo cual se observd una reduccidn significativa de la masa, relacionada con
su descomposicién (maxima a 211 °C). En concordancia, el DSC no reveld ningln evento hasta
el punto de fusidn caracteristico, alcanzandose un maximo a 171,5 °C (inicio 170,4 °C,
recuperacion 181,6 °C; AH= 229,6 J/g). Adicionalmente, por MPC se detectd la fusién completa
de ISO.

Para AA, el perfil de TGA mostré pérdida de peso gradual y sostenida (4,6 %) desde
temperatura ambiente hasta 168 °C, resultante de la deshidratacidn. A partir de 172 °C se
observa una disminucion abrupta de la masa, adjudicada a un proceso de descomposicion, el
cual alcanzé un maximo a 210 °C. El DSC de AA revelé un amplio pico endotérmico (maximo a
los 111 °C) adjudicado al proceso de deshidratacion; luego se observaron un pico endotérmico
agudo seguido por un evento exotérmico amplio con maximos a 189 y 240 °C,
respectivamente. Tales procesos se atribuyeron a la descomposicion del polimero, en

concordancia con los resultados del TGA y con lo informado por Soares et al. (18).

Los perfiles de la mezcla fisica AA+ISO y (AA-ISOip)e; mMostraron un comportamiento
consistente con la suma de los precursores. Los termogramas de TGA muestran pérdida
gradual de peso, entre 30y 110 °C, seguida de una pérdida abrupta de peso, con maximo a 185
°C. Adicionalmente, los DSC de éstos materiales presentaron fusién parcial de ISO a 164 °C. Los
AH de éste evento para la mezcla fisica AA+ISO y (AA-ISO;q0)e: fueron 50,9 y 64,7 J/g,
respectivamente, lo que indicd la presencia de 58 y 72 % de ISO libre en cada caso. Los perfiles
mostraron, ademas, endotermas con maximos a 206 y 222 °C, asignadas a transiciones de fase
solido-sdlido relacionadas con la degradacion del material. Mediante MPC se observd que la
mezcla fisica AA+ISO a fundié parcialmente a los 170 °C, y de manera andloga, en (AA-ISO1gg)et

se observé una fusion parcial a 160-170 ° Cy descomposicién después de los 176 °C.

Los termogramas de TGA de AA-ISO;sNa,s mostraron pérdida del 5,6% del peso entre 30 y
150°C, seguida de una pérdida abrupta del peso (maximo 206 °C). En concordancia, su DSC
presentd una endoterma amplia, con un maximo a 105 °C, relacionada con la deshidratacion;
luego se observaron endotermas a 165 y 176 °C, vinculadas con la degradacion del material, tal
como se observé para AA. Mediante MPC se corrobord ausencia de fusién de ISO en el

complejo AA- AA-1SO,sNa,s, donde sélo se detecté descomposicidn a partir de 190 °C.
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Figura 3.4. Termogramas de DSC (linea sélida negra) y TGA (linea discontinua rosa) de I1SO, AA,
la mezcla fisica AA+ISO, y los materiales (AA-1SO1gg)et Y AA-ISO75-Najys.

En vista de los resultados obtenidos, se selecciond AA-ISOs5-Na,s para la preparacion de las
matrices, porque este sélido tiene la mayor cantidad de farmaco por gramo de polvo. Esta
consideracion es importante, debido a las altas dosis de farmacos antituberculosos presentes

en las formulaciones en CDF.
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3.4.3. CARACTERIZACION REOLOGICA DE GRANULOS DE AA-ISO7s-Nass

La Tabla 3.2 muestra las propiedades reolégicas de I1SO y AA-ISO,s-Na,s. Como puede
observarse, AA-ISOss-Na,s presentd propiedades de flujo mejoradas respecto a las de 1SO. De
hecho, segun las puntuaciones de la Farmacopea Europea, el dngulo de reposo en AA-ISOys-
Na,s pasé de muy pobre a bueno, lo cual es importante para asegurar uniformidad de
contenido. Sin embargo, el CH y el IC no mejoraron sustancialmente, ya que sus categorias
cambiaron de muy pobres a pobres. Por ello, para la produccién de comprimidos seria

necesario el agregado de excipientes para mejorar la compresibilidad, principalmente.

Tabla 3.2. Propiedades reoldgicas de I1SO y AA-ISO;5-Nays

Muestra Angulo de reposo (°) DG (g/mL) DE (g/mL) IC CH
I1SO 57t1 0,492+0,005 0,74+0,01 33+x1 1,49+0,03
AA-I1SO;5-Nays 363 0,25+0,03 0,35+0,04 2912 1,40+0,04

3.4.4. CAPTACION DE AGUA

La Figura 3.5 muestra la captacién de agua por parte de los discos de ISO, el complejo AA-
ISO;5-Nays y la mezcla fisica AA+ISO. ISO es altamente hidrofilico. De hecho, el material
absorbié agua rapidamente vy, luego de 10 min, alcanzé una meseta. En el proceso el disco de
ISO incorpord aproximadamente 0,2 veces su peso de agua. Aunque las matrices del complejo
AA-1SO;5-Nays y la mezcla fisica AA+ISO también fueron capaces de retener una alta cantidad
de agua, lo hicieron lentamente, requiriendo aproximadamente 120 min para capturar una
masa de agua equivalente a la mitad del peso inicial de la matriz. La cantidad de sodio
incorporada al disco de AA-ISO;-Na,s favorecidé el proceso de captacion de agua,
manteniendo la velocidad de sorcién casi constante a lo largo del tiempo, respecto de la

mezcla fisica. Este resultado estuvo en concordancia con lo reportado por otros autores (3,6).
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Figura 3.5. Captacion de agua (mL) por gramo de sélido en discos de AA-ISO,5-Na,s (@),
mezcla fisica AA+ISO (/.) e ISO (m) en funcién del tiempo. La cantidad de ISO es la misma en
todos los sistemas.

3.4.5. LIBERACION DE ISO DESDE MATRICES DE AA-ISO75-Nays

La liberacidon de ISO desde las matrices se estudié a pH 1,20 y 6,80. En medio acido, las
matrices mostraron una liberacién lenta debido a la formacién de una capa externa insoluble
de AA que regula la velocidad de liberacién de ISO del sistema (Figura 3.6A). En esta etapa, la
cinética de liberacién fue de orden cero, ajustando a la siguiente ecuacién: y= 0,3507x + 8,715,

con un R?=0,9661. Se utilizaron los 8 puntos de la curva para la construccion de la ecuacién.

A pH 6,80, la velocidad de liberacion aumentd, siguiendo una cinética de orden cero, ajustando
a la siguiente ecuacion: y = 0,9952x + 4,8973, con un R? = 0,9938, considerando los primeros 7
puntos de la curva (Figura 3.6A). En este caso, su comportamiento se asocio con la prevalencia
de mecanismos de erosién de la capa viscosa que rodea el nucleo seco del sistema matricial
(3,19). En la erosidon sucede un fendmeno de dispersion del complejo en el medio de
disolucién, el cual posteriormente se disocia a AA e ISO. Cabe destacar que la metodologia
analitica utilizada para determinar la concentracién de farmaco en el medio de liberacién no
discrimina entre 1SO que se encuentra formando parte del complejo AA-ISOs5-Na,s disperso e

ISO libre en el medio de disolucidn.
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Finalmente, el estudio de liberacidn secuencial con cambio de pH (Figura 3.6B) revelo el perfil
esperable para la liberacion de ISO desde las matrices en el TGI, donde luego de la liberacién
lenta en medio acido, se continda con una liberacién incrementada, que se completa al cabo
de 3 horas a pH 6,80. En la Figura 3.6B se observa también un tiempo de latencia en medio
intestinal. Este comportamiento se asocia al tiempo que requiere el sistema para revertir la

capa de AA insoluble formada en la primera etapa.
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Figura 3.6: Perfiles de liberacion de ISO: A- desde matrices AA-ISO;s-Na,s en soluciones
acuosas de pH 1,20 (A) y 6,80 (®), B- desde matrices AA-ISOs5-Na,s en solucién de pH 1,20
(A, 0-120 min) y seguidamente en solucién de pH 6,80 (®, 120-240 min). La linea
intermitente en B destaca el tiempo de latencia, en el cual la velocidad de disolucién de ISO
esta reducida, hasta que se disuelve la capa de AA, formada en medio 4cido.

3.5. DISCUSION

Los sistemas portadores AA-ISOyy AA-ISOy-Na,sse prepararon usando materiales accesibles y
métodos simples, equivalentes a una granulacidn humeda. Se conoce que estas operaciones
son facilmente escalables, de manera que ésta tecnologia es potencialmente transferible a los
sistemas de atencion de la salud de las comunidades con recursos limitados, algunas de cudles

son las mas afectadas por la tuberculosis (20).

La utilizacion de una solucidon de I1SO (agua:etanol 70:30) y el agregado de NaOH en la
preparacion de complejos AA-ISO;5-Na,s, permitié la completa interaccién de los componentes
en el estado sdlido. Los complejos obtenidos son dispersiones sélidas amorfas con alta
capacidad de carga. Estos resultados se condicen con los obtenidos por Ramirez Rigo et al. (3)

en complejos con farmacos basicos modelo. Debido a que ISO es una base débil, la interaccidn
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con AA se incrementd en presencia de agua, donde la formacidn de especies ionizadas de ISO

estuvo favorecida.

La liberacion de ISO desde matrices AA-ISO;,s-Na,s presentd una cinética de liberacion de
orden cero. Esto se encuentra vinculado, segun lo reportado previamente, con un mecanismo

de liberacién de farmaco regido por el proceso de erosion (3,21).

La concentracion nominal de ISO se liberé en menos de un 50 % al cabo de 2 h en un medio
qgue simuld las condiciones gastricas y alcanzd una disolucion completa luego de 2 h
adicionales en un medio que simuld las condiciones intestinales. Teniendo en cuenta el
desempeno del fdrmaco en estas condiciones in vitro, y que es un farmaco de alta solubilidad,

es probable que el sistema se comporte de similar manera en el tracto gastrointestinal.

En vista que el desarrollo de formulaciones de liberacidn sitio-especifica y segregada de RIF e
ISO mejoraria la biodisponibilidad y estabilidad de RIF, se han reportado escasos sistemas
multiunitarios conteniendo ISO de liberacion modificada asociados a RIF de liberacion

inmediata.

Gohel et al. (22) disefiaron un sistema multiunitario que consistié en una capsula de gelatina
rigida de tamafio 00 conteniendo dos comprimidos gastroretentivos de RIF y una capsula de
gelatina rigida (tamafio n° 4) de ISO recubierta entéricamente. La concentracién nominal de
RIF e ISO fue de 300 y 150 mg, respectivamente. La cdpsula de ISO contuvo, como excipiente,
75 mg de fosfato de calcio dihidrato. ISO no se liberé en medio acido durante dos horas de
ensayo, mientras que, en medio intestinal simulado, se liberé el 91 % del farmaco al cabo de
30 min. El sistema obtenido mostré menor degradacién de RIF en medio acido por la

segregacion de la liberacién de los farmacos.

Avachat y Bhise (23) formularon un comprimido bicapa de RIF e I1SO, conteniendo una capa de
RIF (150 mg) de liberacion inmediata y una capa de ISO (100 mg, 33 % mas de la dosis
aprobada en la CDF) de liberacién sostenida. La capa de ISO contuvo un 30 % p/p de AANa y
mostré una liberacién similar a las matrices AA-ISOss5-Na,s, ya que liberd del 40 % de ISO en 1 h
en medio acido y completo la liberacién al cabo de 2 h adicionales en solucién reguladora pH
6,80. El sistema evaluado en voluntarios sanos, mostré un desempefio adecuado, con un darea
bajo la curva (ABC) del 130 % respecto de lo cuantificado en la CDF de referencia comercial,
relacionado con el exceso de dosis incorporado a la formulacidn. La concentracién maxima
alcanzada (C..,) estuvo dentro del 80-120%, vy el tiempo en el que se alcanzé dicha

concentracion (t,.x) fue 3 veces mayor a la referencia comercial. En base a esta experiencia, es
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de esperarse que las matrices de AA-ISO;s-Na,s, muestren una adecuada biodisponiblidad

oral.

El desempefio de las matrices AA-ISOs5-Na,s resulta interesante para asociar a matrices de
CMC-RIF de muy rapida velocidad de disolucidon. De hecho, se ha determinado que la
combinacion de los fdrmacos en proporciones de RIF: ISO menores o iguales a 1:0,25 no afecta
la degradacién de RIF a los 30 min (23). Considerando que a los 30 min la cantidad de RIF
disuelta en las matrices CMC-RIF es 6,7 veces mayor a la de ISO en las matrices AA-ISOs5-Najs,
es de esperarse que este sistema formulado, por ejemplo, como un comprimido bicapa, sea

prometedor para optimizar la farmacoterapia de la tuberculosis.

3.6. CONCLUSIONES

AA-ISO;5-Na,s es un nuevo material, obtenido por el co-procesado de AA con ISO usando agua
y etanol como medios de interaccion. La caracterizacidn del polvo indicé que los materiales
son complejos iénicos y que sus compactos presentan una liberacién de 1ISO modulada y
dependiente del pH. Estas matrices pueden ser utiles en la formulacion de formas
farmacéuticas sélidas, ya sea sola o en combinacién con RIF, para el tratamiento de la

tuberculosis.
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CAPITULO 4

EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE
RIF EN MEDIO ACIDO

4.1. INTRODUCCION

Es de particular importancia determinar la estabilidad de RIF en condiciones del tracto
gastrointestinal, ya que estd ampliamente descripto que su inestabilidad en medio 4acido
condiciona su biodisponibilidad (1-3). De hecho, se ha reportado que una disminucidn del 10%
o0 mas de la dosis esta asociado a fallas en el tratamiento y al desarrollo de resistencia (4), lo
gue conlleva a casos mads severos de tuberculosis, como la tuberculosis resistente a RIF, la
tuberculosis multi-resistente y la tuberculosis extremadamente-resistente, cuyo tratamiento

es mucho mas complejo y costoso, asi como también menos efectivo.

En medio acido, RIF se hidroliza a 3-formil rifampicina (3FRSV). Esta degradacion es acelerada
por la presencia concomitante de ISO, que reacciona con 3FRSV para formar isonicotinil
hidrazona (IH) (Figura 4.1), en una magnitud proporcional a la concentracion de I1SO y al
tiempo de exposicion en medio acido (3,5,6). Este comportamiento se explica sobre la base de
una compleja reaccidon consecutiva. Inicialmente RIF se convierte a 3FRSV mediante una
reaccioén irreversible con una cinética de primer orden, cuya velocidad es maxima a pH 2.
Luego sigue una reaccidon mas rapida, que se ajusta a una cinética de segundo orden, que lleva
a la formacién de IH. En vista de que IH es inestable, éste revierte lentamente a ISO y 3FRSV,
lo que resulta en la recuperacién parcial de ISO. Esto explica por qué el problema de

estabilidad se limita a RIF sola y no a ISO (5).
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Figura 4.1: Mecanismo de degradacion acida de RIF en presencia de I1SO, adaptado de Singh et al.
2001(1)

Tanto IH como 3FRSV tienen efecto antibacteriano in vitro, sin embargo no tienen efecto
farmacoldgico in vivo, ya que son insolubles a todos los pHs del tracto gastrointestinal y son
pobremente absorbidos (7). Por otra parte, RIF tiene buena absorcién en el estémago y el
duodeno, donde su solubilidad es mayor, mientras que ISO tiene mayor absorcion en el

intestino y su permeabilidad no esta influenciada por la presencia de RIF (8).

A nivel mundial, las formulaciones en CDF con autorizacidén para su comercializacion, son de
liberacion inmediata y concomitante. Estas liberan la dosis completa de ISO en el entorno
gastrico, por lo que la reaccion de degradacidon de RIF estd ampliamente favorecida. Para la
asociacion, estudios in vitro han observado una reduccion de la dosis de RIF del 8,5% a los 15
min de exposicion en HCl 0,1M. Esta degradacion se incrementé al 50% de la dosis luego de 3 h

de exposicion en el mismo medio (5).

La degradacién de RIF también se ha descripto durante el almacenamiento, cuando estan
presentes pirazinamida y etambutol. Estos farmacos pueden formar parte de la CDF (cuadruple

asociacién) y son higroscdpicos. El aumento de humedad en la forma farmacéutica sélida
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genera un entorno de hidrdlisis acida, lo que favorece la reaccién entre RIF e ISO (3). Por ello,
también resulta importante la separacién fisica de RIF e I1SO en la forma farmacéutica de la

cuadruple asociacion.

Si bien la administracién independiente de RIF e ISO mejoraria la estabilidad de RIF in vivo,
duplicaria la cantidad de comprimidos a ser administrados, que actualmente son entre 2 a 8
por dia, durante 6 a 9 meses. Este aumento considerable en la cantidad de comprimidos,
pondria en riesgo el cumplimiento de la terapia. De hecho, las principales ventajas que
presentan las formulaciones en CDF son la mejora la adherencia al tratamiento y la reduccién
en el riesgo de desarrollo de resistencia (9). Por ello, la estrategia de segregacion fisica y de la
liberacion de RIF e ISO en una formulacion en CDF, seria interesante para evitar la interaccion
entre los farmacos en estado sélido y en condiciones fisioldgicas, lo que podria repercutir en

un aumento de la biodisponibilidad oral de RIF.

En Argentina, se dispone de las formulaciones en CDF de referencia (RIFINAH®, Sanofi Aventis,
Argentina) y también de aquellas provistas en el ambito publico por el Programa Nacional para
el Control de la Tuberculosis y la Lepra (PNCTyL). Se han descripto faltas de equivalencia a nivel

mundial y local.

Por ejemplo, Pillai et al. (10) evaluaron la biodisponibilidad relativa de RIF en diversas
formulaciones en CDF utilizadas en los programas de control de la tuberculosis de Sudafrica y
disponibles en el mercado internacional. En el trabajo se realizaron diez ensayos clinicos,
donde determinaron los niveles plasmaticos de RIF liberada desde las CDF de doble, triple o
cuadruple asociacién, en comparacién con la administracién independiente de los farmacos,
en dosis equivalentes. De los diez ensayos realizados, siete demostraron bioinequivalencia de
RIF, lo cual estuvo adjudicado a la ausencia de estudios de bioequivalencia como requisito

para el registro de las formulaciones antituberculosas en CDF.

Agrawal et al. (11) compararon, mediante ensayos clinicos llevados a cabo en la India, la
biodisponibilidad de los farmacos contenidos en formulaciones en CDF en relacién a las
formulaciones individuales. De las ocho formulaciones en CDF comparadas, seis fueron
bioequivalentes para RIF, mientras que una estuvo por encima y otra estuvo por debajo de los
limites establecidos para su bioequivalencia. Esta mayor variabilidad en los niveles de RIF fue
atribuida a la mayor complejidad en la elaboraciéon de una formulacién combinada. Ademas,
una formulacién de RIF (capsulas rigidas) mostré niveles plasmaticos inesperadamente bajos,

indicando la importancia de la caracterizacion fisica del material a granel. Otros componentes
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de formulaciones en CDF, tales como ISO y PIR, mostraron una variabilidad muy inferior y son
bioequivalentes a las formulaciones separadas, incluso en las formulaciones en las que RIF

fallé. Esto se encuentra relacionado a la alta solubilidad y permeabilidad de ISO y PIR.

Como ejemplo de inequivalencia a nivel local, Olivera et al. (12) realizaron ensayos de
disolucién en medios biorrelevantes a la formulaciéon en CDF de ISO (150 mg) y RIF (300 mg),
provistos por el PNCTy L en el aifo 2009. En este estudio, se detectd la falta de cumplimiento

de los requerimientos codificados, de forma tal que podrian comprometer su eficacia.

Las matrices de CMC-RIF y AA-ISO;-Na,s obtenidas en este trabajo de Tesis mostraron
propiedades de liberacion especifica y segregada, ya que RIF se liberd rdpidamente desde la
matriz en medio acido. Por otra parte, ISO se liberé lentamente en medio &cido,
completdndose su libracidn al cabo de 2 h en el medio intestinal simulado. En esta etapa, es de
interés evaluar si la estrategia de segregacion de RIF planteada el sistema de matrices, permite
mejorar su estabilidad en medio acido, considerando que la degradacion de RIF hacia 3FRSV es

inevitable.

Para evaluar la estabilidad de RIF, se requiere contar con métodos indicativos de estabilidad
validados. Esto implica, segun lo establecido por la FDA (13), que se deberian poder identificar
y cuantificar con precisidn y exactitud los principios activos y los productos relacionados tales
como impurezas y productos de degradacién. Para ello, es necesario contar con estandares de
los productos de degradacién de calidad conocida, los cuales no se encuentran

comercialmente disponibles.

El método de HPLC descripto por USP 39 para la cuantificacién de RIF e ISO, ha sido altamente
criticado por no ser indicativo de estabilidad. Varios autores han propuesto métodos
alternativos de cuantificacion por HPLC que permiten la identificacion de RIF, ISO, sus
productos de degradacidén acida y otras sustancias relacionadas (4,14,15). Sankar et al. (4)
utilizé un método isocratico que permitid identificar en una misma corrida cromatografica RIF,
ISO, 3FRSV, IH y rifampicin quinona. Sin embargo se desconoce los alcances cuantitativos de la
técnica, especialmente para los productos de degradacién. Ademas, se desconoce la

estabilidad de las muestras en las condiciones de la corrida.

Respecto a la obtencion de los productos de degradacién acida de RIF, se han descripto
métodos de sintesis de 3FRSV e IH (5,16), que se basan en someter a RIF a condiciones de
hidrélisis 4cida, en ausencia o en presencia de ISO. La purificacion de los productos ha sido

descripta por diferentes técnicas, tales como HPLC preparativo y TLC en dos dimensiones.
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Ademas se conoce que, a diferencia de RIF, los productos de degradacion son insolubles en

medio acido. Esta propiedad puede servir para separarlos de los reactivos.

En la determinacién de la estabilidad de un principio activo, el balance de masa entre la
cantidad remanente de éste y la cantidad formada de producto de degradacidn, debe ser

cercano al 100% del contenido original.

Las especificaciones del contenido de las capsulas o comprimidos de RIF varian ampliamente
de acuerdo a las diferentes farmacopeas, por ejemplo, para un valor nominal de 300 mg de
RIF/comprimido, la masa puede variar entre 270 y 330 mg segln la Farmacopea Internacional
(FI) y entre 270 y 390 mg segun la USP (17,18). Este amplio rango de aceptacidn, se encuentra
probablemente asociada al hecho de que RIF se descompone y por ello se agrega un exceso
(1). En vista que las diferencias en la cantidad inicial de RIF de cada formulacion pueden ser
considerables, es necesario valorar el contenido de RIF de los sistemas utilizados para poder

compararlos.

4.1.1. OBJETIVOS

El objetivo de esta etapa fue determinar si la reduccién de la coexposicién de RIF e ISO lograda
por la asociacidon de matrices CMC-RIF y AA-ISO,s-Nays permite reducir la degradacion de RIF

asociada a ISO, es decir la formacion de IH.
A tales fines resulta necesario:

e Sintetizar, purificar y caracterizar los productos de degradacién acida de RIF, 3FRSV e
IH.
e Validar la metodologia analitica de cuantificacidn conjunta de RIF, ISO, 3FRSV e IH.

e Valorar el contenido de RIF desde las formulaciones utilizadas.

4.2. MATERIALES

RIF, ISO y acido ascorbico (grado farmacéutico) se adquirieron en Parafarm®, Argentina. Las
soluciones de NaOH y HCl 1 M valoradas fueron marca Anedra®. El fosfato monobasico de
potasio (KH,PO,) y el fosfato dibadsico de potasio (K,HPO,), calidad pro-analisis, fueron
adquiridos en Cicarelli®, Argentina. El cloroformo deuterado (CDCl;; 99,8 % atomos de
deuterio) fue adquirido en Sigma-Aldrich® y el metanol grado HLPC fue adquirido en

Sintorgan®.
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La solucién de acido ascorbico 0,5 % se prepard en agua destilada, se utilizd en el transcurso
de no mas de 2 h, y durante su uso se protegié de la luz, con papel aluminio. La solucion de HCI
0,01 M, pH 2,0040,05, se obtuvo por dilucién de la solucidn valorada de HCI 1 M. La solucién
reguladora de fosfato 0,27 M, pH 7,6 se preparé disolviendo 5,04 g de KH,PO, y 40,72 g de
K,HPO, en 1000 mL de agua destilada. La solucién reguladora de fosfato 0,01M, pH 7,00+0,05,
se prepard disolviendo 1,36 g de KH,PO,en 1000 mL de agua milliQ y ajustando el pH con
NaOH 1 M. La solucién reguladora de fosfato pH 7,4 se preparé de acuerdo a la FI 6° Ed. (17).
La solucién de HCI/KCI pH 1,20 se prepard segun lo descripto por USP 39 (18).

Los ensayos de valoracion y de estabilidad en medio acido se realizaron sobre las matrices de
CMC-RIF y AA-ISOs-Nays, conteniendo 300 mg de RIF y 150 mg de ISO respectivamente,
obtenidas por compactacion directa en comprimidora monopunzén (Talleres Sanchez, Modelo
CS3-GMP), utilizando un punzén n°® 11 plano, tal como se describié en los Capitulos 2 y 3
(secciones 2.3.7 y 3.3.6 respectivamente). A fines comparativos se utilizaron capsulas en CDF
de RIF+ISO de referencia (RIFINAH®; Sanofi-Aventis Argentina), como ejemplo de un sistema
de liberacidon concomitante. Ademas, se hicieron ensayos con capsulas de RIF de referencia
(RIFADIN®; Sanofi-Aventis Argentina) asociadas a matrices AA-ISO,s-Na,s, para destacar si el
desempeno del sistema de liberaciéon inmediata de CMC-RIF es superador. Todos los sistemas

contuvieron el mismo contenido declarado de RIF e ISO.

4.3. METODOLOGIA

4.3.1. OBTENCION Y PURIFICACION DE 3FRSV

Se disolvieron 1,09 g de RIF en 100 mL de HCI 0,01 M y se conservé la solucién en frasco de
vidrio inactinico a temperatura ambiente. Luego de 24 h, se observé la formacién de una
dispersion fina que se separd del sobrenadante por centrifugacion a 5°C (para favorecer la
precipitaciéon de los productos de degradacion), 120 Hz, durante 30 min en ultracentrifuga
HERMLE Z36HK (LaborTechnik, Alemania). Luego de descartar el sobrenadante, el precipitado
se disolvié en 50 mL de acetato de etilo y se sometid a sucesivas particiones con HCl 0,01 M
(volumen de cada alicuota: 30-50 mL) para extraer la RIF remanente, soluble en acido. Por
cuantificacion UV de la fase acuosa (A=475 nm), se observo que luego de 5 particiones los
niveles de RIF extraidos eran despreciables (<0,02 mM). El sélido se obtuvo luego de evaporar

el acetato de etilo bajo flujo de nitrégeno a temperatura ambiente.
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4.3.2. OBTENCION Y PURIFICACION DE IH

Se disolvieron 0,56 g de RIF en 100 mL de HCl 0,01M junto con un exceso de I1SO (0,33 g). La
solucién se conservé en frasco de vidrio inactinico a temperatura ambiente. Luego de 24 h, se
observé la formacién de un sélido que se separd y purificdé de la misma manera que para
3FRSV. Se necesitaron 6 particiones con HCI 0,01 M (30-40 mL cada alicuota) hasta determinar
ausencia de RIF en la fase acuosa. El sélido se obtuvo luego de evaporar el acetato de etilo bajo

flujo de nitrégeno a temperatura ambiente.

4.3.3. CARACTERIZACION DE 3FRSV E IH

3FRSV e IH fueron caracterizados mediante espectrometria de masa de alta resolucion, RMN
de *Cy HPLC, losque permitieron confirmar su identidad. Adicionalmente, el HPLC se empled

para determinar la pureza de las muestras.

4.3.4. ESPECTROMETRIA DE MASA DE ALTA RESOLUCION

Se prepararon soluciones de 3FRSV e IH en metanol, de concentracién aproximada 10 pg/mL, y
se inyectaron en un espectrometro de masas de alta resolucion con analizador cuadrupolo-
tiempo de vuelo-QTOF (MicrOTOF Q Il Bruker Daltonics, Estados Unidos). Las muestras se
sometieron a ionizacién por electrospray positiva (ESI+) y negativa (ESI-) y se registraron los

espectros de masa en modo de idn negativo y positivo en el rango entre 50 y 1000 m/z.

Las condiciones de trabajo de la fuente de ionizacién fueron las siguientes: tensién capilar,
4500 V; presion del gas nebulizador, 2,0 bar; flujo de gas de secado, 4,0 L/min; y temperatura
de gas de secado, 180 °C. Nitrégeno y argén se utilizaron como gases de nebulizacién y de
colisién, respectivamente. El detector de MS se programé para llevar a cabo una exploracidn

de MS/MS de los tres iones mas abundantes, utilizando la energia de colision de 30,0 eV.

La identificacion de 3FRSV se basé en la medicidn exacta de la masa de los iones [M]: 725,3
m/zy [MH]": 726,3 m/z). Para IH, se midié la masa exacta de los iones [M]: 843,3 m/z; [MH]":
845,3 m/zy [MNa]’: 867,3 m/z). El error de masa fue menor a 5 ppm. Los datos se compararon

contra espectros simulados obtenidos desde el software Compass DataAnalysis.

4.3.5. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR EN SOLUCION (RMN) DE 3¢

Espectros de RMN de C en solucidn se llevaron a cabo a 25 °C en un espectrémetro Bruker

Advance Il Ultra Shield TM operado a 400,16 MHz. Muestras de IH y 3FRSV en concentraciones
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de 41 y 26 mM, respectivamente, se disolvieron en CDCl;. Los corrimientos quimicos fueron
referenciados al carbono del CDCl; (6=77,7ppm). Las asignaciones de IH y 3FRSV se hicieron

por comparacidn con valores informados en la literatura(5).

4.3.6. HPLC

Se utilizé la técnica descripta por Sankar et al. (4), para cuantificar 3FRSV, IH, RIF e ISO en una

misma corrida cromatografica.

4.3.6.1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida Waters, software Empower PRO, columna C18
(250 x 4,6 mm, Phenomenex Luna 5 um, con precolumna), volumen de inyeccién: 20 pL, flujo 1
mL/min, fase movil metanol: solucion reguladora de fosfato 0,01 M pH 7,00, en proporcion
65:35. La deteccidn se realizé por espectrofotometria UV-Vis con detector de arreglo de diodos
(Waters 2475) en el rango de 200 a 550 nm, lo que permitié observar la curva espectral de
todos los compuestos y seleccionar las longitudes de onda mas adecuadas para la

cuantificacion de los analitos.

4.3.6.2. PARAMETROS DE VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION POR
HPLC

La selectividad de RIF e ISO fue determinada como la ausencia de interferencias en la
cuantificacion de las sefales de los farmacos, ante la presencia de sustancias relacionadas o
incompatibles (3FRSV, IH e ISO/RIF) o bien sustancias con tiempos de retencion cercano. En el
caso de RIF se compard el area de la sefial obtenida en una solucién de RIF 198 uM, respecto
de la que se obtiene a partir de una solucién de igual concentracién enriquecida con
concentraciones conocidas de ISO, 3FRSV e IH. Para el caso de ISO, se compard el drea de la
sefial obtenida a partir de una solucidon 595 uM enriquecida con concentraciones conocidas de
RIF, 3FRSV e IH o bien de acido ascorbico (sustancia utilizada en el ensayo de estabilidad en
medio d4cido y con t, cercano a ISO). Los resultados se expresaron como el porcentaje de

recuperacion de cada farmaco, y se aceptd un error estandar (EE%) <2%.

Para establecer linealidad se realizaron curvas de calibracidn por triplicado de RIF e ISO (junto
con acido ascérbico 0,5%) en solucidn reguladora de fosfato 0,27 M, pH 7,6. Se calculé el
coeficiente de correlacion (R?) entre las respuestas (4reas) con las concentraciones de los
analitos estandar en los rangos entre 6 y 979 uM de RIF y 2 y 758 uM de ISO, considerandose

lineales aquellas curvas con R?>0,99.
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La exactitud se determind para cada punto de las curvas de calibracidn realizadas. El método
se considerd exacto si el EE% de las muestras fue <15%. La precision, informada a través de la
repetibilidad intra-dia e inter-dia se calculd a partir del coeficiente de variacién (CV%) de cada
punto de las curvas de calibraciéon realizadas en un mismo dia o en diferente dia,

respectivamente. El método se consideré preciso si el CV% <15% (19).

La estabilidad de los farmacos se determind a partir de soluciones de RIF e ISO de composicidon
analoga a las muestras y de concentracidn 395 y 3560 uM, respectivamente. Para determinar
la estabilidad a corto plazo las soluciones se conservaron a temperatura ambiente y al abrigo
de la luz y se cuantificaron en inyecciones periddicas cada 4 h al cabo de 36 h. A los fines de
evaluar la estabilidad tras un ciclo de congelado y descongelado, las soluciones se sometieron a
un ciclo de congelado por 24 h y posterior descongelado durante 1h a temperatura ambiente,
cuantificandose antes y después del congelado. Para ambos casos, se establecié como

aceptable un EE% <15% (19).

3FRSV e IH se identificaron por comparacion de los tiempos de retencién relativos con los

informados por Sankar et al. (4)

Para determinar la pureza de 3FRSV, se pesaron exactamente 5,00 mg sélido obtenido y se
llevaron a un volumen final de 5 mL con metanol. Dicha solucién fue cuantificada por HPLC,
por el método previamente descripto. RIF, considerada la impureza principal de esta muestra,
fue determinada y descontada de la masa del sélido. A partir de 3FRSV de pureza conocida se
determinaron los parametros previamente enumerados en el rango de concentraciones del 0,6
a 93,9 uM.

Para determinar la pureza de IH, se pesaron exactamente 5,00 mg sélido obtenido y se
llevaron a un volumen final de 5 mL con metanol. Dicha solucién fue cuantificada por HPLC,
por el método previamente descripto. RIF y 3FRSV, consideradas las impurezas principales de
esta muestra, fueron determinadas y descontadas de la masa del sélido. A partir de IH de
pureza conocida se determinaron los parametros previamente enumerados en el rango de

concentraciones del 0,6 a 99,1 uM.

4.3.7. VALORACION DE RIF DESDE LAS FORMULACIONES

El contenido de RIF de las matrices CMC-RIF y las capsulas (RIFADIN® y RIFINAH®) se valord

por el método descripto por la Fl para los comprimidos de RIF y las CDF (Método B) (17).
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Para ello, se pesd y mezclé el contenido de 20 capsulas. En el caso de las matrices CMC-RIF,
cuyo contenido ha demostrado ser homogéneo, se pesaron y trituraron 6 unidades. Se
transfirié una cantidad exactamente pesada de polvo, conteniendo 0,10 g de RIF, a un matraz
aforado de 100 mL, se afadié 80 mL de metanol y se agité para favorecer la disolucién de RIF.
Se llevé a volumen final con metanol, se mezclé vy filtré, descartandose los primeros 20 mL
para saturar el filtro. Luego, se tomaron 2 mL del filtrado y se llevé a volumen final de 100 mL
con solucidn reguladora de fosfato, pH 7,4. Se determiné la absorbancia de esa solucién (475
nm) en un espectrofotdmetro UV-Vis (Evolution 300, Thermo Electron Corporation EE.UU),
utilizando como blanco la solucién reguladora de fosfato de pH 7,4. El contenido de RIF fue
calculado utilizando como referencia una solucién metandlica de RIF al 0,1%, posteriormente

diluida en idénticas condiciones.

4.3.8. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE RIF EN MEDIO ACIDO

Se realizaron ensayos de liberacion de los sistemas matrices en 900 mL de solucién reguladora
HCI/KCI de pH 1,20 (pH del estémago vacio (20)) durante 2 h de acuerdo a lo codificado en la
USP 39, para los ensayos de disolucion de las cdpsulas CDF de RIF e ISO (aparato 1; 100 rpm;
37+0,5 °C). A los 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75, 90 y 120 min de ensayo, se tomaron muestras de
15 mL utilizando canulas filtrantes. A los fines de saturar el filtro, se descartaron los primeros
10 mL (que fueron devueltos al vaso) y se repusieron 5 mL con medio fresco. A cada muestra
extraida (5 mL) se le agregaron 500 pL de la solucién de acido ascorbico y se llevé a volumen
final de 10 mL con buffer fosfato 0,27 M, pH=7,6. Estas soluciones se agregaron para evitar la
degradacion oxidativa y la hidrdlisis acida de RIF (pH final alcanzado 6,61+0,07). Las muestras
fueron inmediatamente cuantificadas por HPLC. Los experimentos se realizaron por

sextuplicado.

A los fines comparativos, se prepard una solucién de RIF+ISO, conteniendo una concentracion
equivalente a las dosis de ambos farmacos disueltas en el medio de disolucion. Esta
concentracién (405 puM de RIF y 1210 uM de ISO) representa la maxima cantidad de los
farmacos capaz de disolverse. La solucién de RIF+ISO se mantuvo en idénticas condiciones a las
descriptas previamente y las muestras, tomadas a los mismos tiempos preestablecidos, fueron

inmediatamente cuantificadas por HPLC. Este ensayo se realizé por triplicado.
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4.3.8.1. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores se expresaron como la media * error estandar (EE). Se aplicé un ANOVA de una via
seguido del Test de Tukey, a los fines de establecer diferencias significativas (p < 0,05), usando

el software Prism Graph Pad, version 5.

4.4. RESULTADOS

4.4.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE 3FRSV E IH

4.41.1. ESPECTROMETRIA DE MASA DE ALTA RESOLUCION

Esta técnica, tal como ha sido programada, permite la identificacion de sustancias pero no

puede detectarse la presencia de impurezas.

La Figura 4.2 muestra los espectros, en modo ESI-, de los iones M™ de 3FRSV e IH, junto con los
espectros simulados por el mismo software (Compass DataAnalysis). Tal como puede
observarse, las sefiales obtenidas son idénticas a las simuladas, por lo que se confirma la
identidad de los productos de degradacién. En el modo ESl+, no fue perceptible el ién [MH]"
de ninguno de los productos, y sélo se observé el idn [MNa]*a 867,3285 m/z de IH, también

presente en el espectro simulado a 867,3423 m/z.
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3FRSYV (Pm= 726 g/moal) 843.3430 IH (Pv=845 gfmol )
724.3047
M= 725.3070
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Figura 4.2. Espectros de masa de 3FRSV e IH, obtenidos en el modo ESI-. Se observan los
iones moleculares [M] de 3FRSV e IH, los cuales correlacionan con los espectros simulados,
generados con el software Compass DataAnalysis.
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4.4.1.2. RMN DE c

El RMN es una técnica muy util, ya que permite identificar un analito con alto grado de
exactitud, sin la necesidad de contar con sustancias de referencia. La Figura 4.3 muestra el
RMN de C de IH, 3FRSV y RIF. En coincidencia con lo informado en la literatura (5), los
productos de degradacién mostraron sefiales caracteristicas de la estructura conservada de
RIF, tales como el C15, C35 y C11, que aparecieron a 170,69; 172,54 y 194,12 ppm,
respectivamente. Las sefiales de los carbonos de la metil piperazina a 53,86; 50,14 y 45,82
ppm, no se observaron en los espectros de ambos productos de degradacion. En 3FRSV,
desaparecié, ademas, la sefial a 132,48 propia del (-C38H=N) de RIF. Nuevas sefiales a 196,61
ppm correspondiente al grupo aldehido en 3FRSV y a 150,7 y 122,6 correspondientes a los
carbonos piridinicos en IH, proporcionaron amplia evidencia de la formacidn de los productos

de degradacion.

Nétese que el espectro de IH presenta una sefial a 196,61 ppm, propia de 3FRSV, lo que
sugiere que la muestra estd contaminada con este analito, en una proporcién que no puede

ser determinada por esta técnica.
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44.1.3. HPLC

Como se muestra en la Figura 4.4, a partir de muestras conteniendo RIF, ISO, 3FRSV e I|H
pudieron identificarse por HPLC los cuatro analitos, a tiempos de retencién relativos similares

a los informados por Sankar et al. (4).

Los compuestos RIF, 3FRSV e IH se cuantificaron a 254 nm, ya que a esa longitud de onda
existe una mayor diferencia entre la sefial y el ruido. ISO se cuantificé a 215 nm para lograr una

mejor resolucién respecto del cido ascérbico, el cual fue interferente a 254 nm.

8,965

Acido 150
ascorbico

7T 8
Minutos Minutos

Figura 4.4. Cromatogramas de ISO (A 215 nm), IH, 3FRSV y RIF (A 254 nm).

El método de HPLC para la cuantificacién de RIF fue selectivo porque, ante el agregado de
concentraciones conocidas de 1SO, 3FRSV e IH, las cantidades de RIF se cuantificaron con un
EE% de 0,48%. Ademas, el método fue lineal (Tabla 4.1), preciso y exacto (Tabla 4.2) para
todo el rango establecido. Como limite inferior de cuantificacién se establecié la menor
concentracién de la curva de calibracién (6 pM), determinada con exactitud y precisiéon. Las
muestras de RIF fueron estables por 36 h a temperatura ambiente (EE%= 0,02-13,44%). Sin
embargo, no soportaron un ciclo de congelado, ya que las muestras sometidas a este ensayo

presentaron un EE%>15%.

El método de HPLC para la cuantificacién de ISO fue selectivo, ya que su cuantificacién desde
muestras enriquecidas, ya sea con acido ascérbico o con RIF, 3FRSV e IH, presentaron valores
de EE% de 1,02 y 0,50 %, respectivamente. Ademas, la cuantificacién de ISO fue lineal en todo
el rango establecido (Tabla 4.1), R>>0,99, y los datos fueron precisos y exactos (Tabla 4.2). Se
establecié como limite inferior de cuantificacién la menor concentracién de la curva de
calibraciéon (2 uM), determinada con exactitud y precision. Nétese que, a pesar de que la seial
de ISO no vuelve a la linea de base, su cuantificacion fue adecuada, en un amplio rango de
concentraciones. Las muestras de ISO fueron estables hasta por 24 h a temperatura ambiente
(EE%= 0,3-10,8%), pero no soportaron un ciclo de congelado, ya que las muestras sometidas a

este ensayo presentaron un EE%>15%.
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A partir de los datos de estabilidad de las muestras de RIF e ISO, se establecié que éstas no
pueden ser congeladas y que la cuantificacién conjunta de los farmacos debe realizarse dentro

del plazo de estabilidad determinado (<24 h).

Tabla 4.1. Resultados de linealidad del método de HPLC para la cuantificacién de RIF, ISO,

3FRSV e IH.
Analito R? Rango de concentraciones (uM) Absortividad ([pM cm]™)
RIF 0,99998 6a979 34933
ISO 0,9927 2a758 6700,0
IH 0,9999 2,5a99,1 26651
3FRSV 0,9998 242939 11062

Tabla 4.2. Resultados de precisién y exactitud del método de HPLC para la cuantificacién de
RIF, ISO, 3FRSV e IH en el rango evaluado (n=3). El método fue considerado precisoy exacto
cuando el CV% es < 15 % y el EE% es < 15%, respectivamente.

Analito Concentracion Precision Exactitud

(nM) Repetibilidad intra-  Repetibilidad inter- (EE%)
dia (CV%)

dia (CV%)

1,1 3,2 2,4
RIF 49 0,8 2,4 1,8
196 0,1 2,3 1,8
979 0,1 0,1 0,1
2 4,8 6,8 3,9
5 5,4 0,2 1,9
15 4,4 3,0 2,5
IS0 38 2,2 1,3 1,2
152 1,1 1,2 0,8
758 2,0 2,0 1,3
2,4 11,68 14,21 8,63
9,4 13,31 10,19 7,84
3FRSV 18,8 4,38 4,08 2,82
37,6 3,06 2,20 1,75
93,9 0,03 0,03 0,02
0,6 33,8 26,3 20,02
2,5 9,8 15,2 8,35
9,9 7,2 6,3 4,51
'H 19,8 1,2 1,4 0,88
39,6 2,2 2,0 1,38
99,1 0,7 0,7 0,45
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El estdndar obtenido de 3FRSV presentd una pureza del 96 %, superior a la de productos
comerciales, cuya pureza informada es > 90%. El 4 % contaminante correspondio a RIF (Figura

5), el cual es el reactivo de partida. Cabe destacar que esta cantidad no fue detectada por

RMN.

Mediante la inyeccién de una solucidon conteniendo una cantidad exactamente pesada del
estdndar de IH obtenido, se observd la contaminacién del sélido con 3FRSV y RIF, en
porcentajes de 34,8 y 0,6 %, respectivamente (Figura 4.5). Por lo tanto, el 64,7% del sdélido
obtenido fue IH. Es de esperar que 3FRSV sea el contaminante mayoritario de IH debido a la
reversibilidad de la reaccidén entre el producto (IH) y los reactivos de partida (3FRSV e 1SO),

favorecida por la disminucion de los niveles de ISO en el proceso de purificacion de IH.
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Figura 4.5. Cromatogramas de HPLC de RIF, 3FRSV e IH. RIF es la principal impureza en
3FRSV, mientras que 3FRSV es la principal impureza en IH.

El método de cuantificacién de 3FRSV fue lineal (Tabla 4.1), preciso y exacto (Tabla 4.2) en el

rango entre 2,4 a 93,9 uM. Esta concentracién de 3FRSV es equivalente a la degradacién de
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RIF entre el 1,2 vy el 46,4 %. Este rango de degradacién es consistente con lo informado para
ensayos de degradacion de RIF en similares condiciones (4). El limite inferior de cuantificacidn
que se establecié fue de 2,4 uM, por ser la menor concentracién de la curva de calibraciéon

determinada con exactitud y precision.

El método de cuantificacion de IH fue lineal (Tabla 4.1), preciso y exacto (Tabla 4.2) en el
rango entre 2,5 a 99,1 uM. Esta concentracién de IH es equivalente a la degradacién de RIF
entre el 1,2 vy el 48,9 %. Al igual que en el caso de 3FRSV, el rango de degradacion fue
consistente con lo informado para ensayos de degradacion de RIF en similares condiciones (4).
El limite inferior de cuantificacién fue de 2,5 uM, dado a que muestras de concentraciones

menores presentaron CV% y EE% >15%.

4.4.2. VALORACION DE RIF DESDE LAS FORMULACIONES

Como se menciond previamente, las formulaciones comerciales en CDF de RIF+ISO pueden
seguir las especificaciones de distintas farmacopeas, las que proponen diferentes rangos de
cantidades para el contenido de RIF. Por lo tanto, se hace imprescindible valorar las
formulaciones utilizadas para conocer cuanta es la cantidad de RIF a tiempo cero en el ensayo
de estabilidad. En la Tabla 4.3 se informan los resultados obtenidos. Nétese que todos los

sistemas tienen un contenido de RIF entre 90y 110 %.

Tabla 4.3: Contenido de RIF en las formulaciones estudiadas.

CMC-RIF 300 mg RIF 94,0
RIFINAH® 300 mg RIF + 150 mg ISO 104,6
RIFADIN® 300 mg RIF 101,1

4.4.2.1. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE RIF EN MEDIO ACIDO

Los resultados de este estudio demostraron que RIF, en las matrices de CMC-RIF asociadas a
AA-I1SOs5-Nays, presentd una significativa reduccion en la degradacién en relacidén a la
observada en las formulaciones convencionalmente disponibles, especialmente respecto de

RIFINAH.

El ensayo de disolucién es comunmente utilizado para determinar el desempefio en la
liberacion de un farmaco desde una dada forma farmacéutica sélida. En esta instancia, se
utilizé para determinar, adicionalmente, la cantidad de 3FRSV e IH formado en funcién del

tiempo, en condiciones que simularon el entorno gastrico. Cabe destacar que estas
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condiciones fueron de maxima exigencia, ya que la permanencia de los principios activos en

medio acido fue forzada para que la degradacién sea maxima.

La soluciéon de RIF+ISO, que no sufrié proceso de disolucién, es la referencia de la degradacion
producida exclusivamente por la co-exposicion de los farmacos. En el caso de las

formulaciones, los procesos de disolucidn y la interaccién con excipientes, pueden modificar el

grado de degradacion.

La Figura 4.6 muestra los perfiles de liberacidon de RIF e ISO y de formacién de 3FRSV e IH en

funcidn del tiempo.
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Figura 4.6. Concentracion de RIF, ISO, 3FRSV e IH en funcién del tiempo, cuando los
sistemas estudiados se liberan en una solucién de HCI/KCI, pH 1,20. Cada curva
representa la media + EE del sextuplicado de ensayos.

A partir de estos perfiles, se calculd la relacién entre las integrales de la concentracion de RIF y
la concentracién de IH en funcién del tiempo, que se resumen en la Tabla 4.4.

Adicionalmente, se determind la cantidad de 3FRSV e IH formados y cantidad de RIF degradada

alos 30 miny 2 h de ensayo (Figura 4.7).
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El tiempo de 30 min se selecciond considerando que la absorcién de RIF ocurre principalmente
en el estémago (8,21). Por lo tanto, la cantidad de productos de degradacién formada a 30 min
de exposicion en medio acido es una representacion mas cercana a lo que ocurre in vivo.
Ademas se consideré comparar los niveles de productos de degradacidon formados al cabo de 2
h, porque es el tiempo maximo de residencia gastrica promedio, y, por lo tanto, es la maxima

degradacion que puede sufrir RIF en esas condiciones.

Tabla 4.4. Relacién entre las integrales de la concentracidn de RIF y la concentracion de |H en

funcién del tiempo, luego de 2 h de ensayo.

Sistema t=2h t=2h
j i)/ [ pm
t=0 t=0
Solucion RIF+ISO 12,50
CMC-RIF + AA-I1SO5-Nays 34,41
RIFINAH® 8,91
RIFADIN® + AA-I1SO,5-Na,s 30,51

Tal como puede observarse en la Tabla 4.4, CMC-RIF + AA-ISO;s-Na,sy RIFADIN® + AA-ISOs-
Na,s presentaron una relacidn de dreas de concentracidn de RIF vs IH de 3,8 y 3,4 veces mayor
a RIFINAH. Esto demuestra que, donde la liberacién de ISO fue segregada respecto a RIF, la
proporcién de IH formada fue significativamente menor. De hecho, tanto a los 30 min como a
las 2 h de ensayo, las matrices CMC-RIF+ AA-ISOs5-Na,s y las capsulas RIFADIN® asociadas a AA-
ISO;5-Na,s presentaron niveles de IH significativamente menores a los observados en la
solucion de RIF+ISO (p<0,05). Por el contrario, RIFINAH® presentd valores similares

estadisticamente a los observados para la solucién de RIF+ISO.

Los niveles de 3FRSV, a los 30 min y a las 2 h de ensayo (Figura 4.7), fueron similares en todos
los sistemas estudiados respecto de la solucion de RIF+ISO (p>0,05). Esto se relacioné con las
condiciones estaticas del ensayo, donde la descomposicion de RIF hacia 3FSRSV estuvo

favorecida.

Ademas, los niveles de RIF en CMC-RIF+AA-ISO;5-Nays y en RIFINAH fueron similares a los de la
solucion de RIF+ISO al cabo de 2 h. Para RIFADIN+AA-ISOss-Nays la cantidad de RIF remanente

fue mayor, lo cual estuvo asociado a la liberacién lenta de RIF desde este sistema.

A los 30 min, la cantidad total de productos de degradacién formados en CMC-RIF+AA-ISOs-
Na,s fue de 9,6 %. En RIFINAH, esta cantidad fue 65 % mayor (p<0,05), ya que esta cifra se
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incremento al 15,8 %. Por lo tanto, en el sistema de matrices la estabilidad de RIF estuvo

incrementada.
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Figura 4.7: Concentracion porcentual de 3FRSV (A) e IH (B) formados y RIF (C) remanente
en solucion reguladora de pH 1,20 al cabo de 30 min y 2 h de ensayo. Las columnas

referenciadas con * presentan diferencias significativas respecto a la solucion de RIF+ISO

(p<0,05).
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4.5. DISCUSION

3FRSV e IH fueron obtenidos y caracterizados, confirmdndose su identidad y pureza, asi como
también el grado y tipo de sustancias contaminantes, de manera que los productos obtenidos
fueron confiables para su uso como estandares en la validacién del método analitico indicativo

de estabilidad.

A partir de un método de HPLC previamente descripto para la cuantificacidon de RIF e ISO, se
pudo validar la metodologia de cuantificacidn conjunta de RIF, ISO, 3FRSV e IH, necesaria para
la cuantificacién de las muestras del ensayo de estabilidad de RIF en medio acido. El método

fue selectivo, lineal, preciso y exacto en los rangos establecidos para cada analito.

Mediante la preparacion de soluciones enriquecidas con sustancias potencialmente
interferentes, se determind la selectividad del método para RIF e ISO. En el caso de los
productos de degradacién, el equilibrio de formacion reversible (Figura 4.1) no permite
descartar que el agregado de IH, conlleve al incremento en la concentracién de 3FRSV, cuando
se preparan soluciones a partir de los estandares. Sin embargo, en las condiciones del ensayo
de estabilidad, se han cuantificado los cuatro analitos en condiciones de equilibrio, lo que

garantiza la confiabilidad de los resultados.

Finalmente, en vista de que las muestras fueron inestables tras el proceso de congelamiento,

la cuantificacion se realizd dentro del plazo de 24 h posterior a la obtencidn de las muestras.

Mediante el estudio de estabilidad, se pudo comprobar que la formaciéon de IH estuvo
relacionada a la concentracién de ISO en el medio de disolucidn. RIFINAH presentd alta y
similar proporcion disuelta de ambos farmacos, y tuvo una mayor tendencia de formacion de
IH. A diferencia de esta formulacién, las matrices de CMC-RIF+AA-I1SO;s-Na,s con alto
porcentaje de RIF disuelto y bajos niveles de ISO, presenté menor formacién de IH, que dié en

consecuencia, menor degradacién de RIF.

De manera andloga a éste trabajo, Avachat y Bhise (22) evaluaron la estabilidad de RIF a pH
1,20, 2,00 y 3,00 en presencia de diferentes proporciones de ISO y determinaron que la
combinacion de RIF: ISO en proporciones menores o iguales a 1:0,25 no afectaba la
degradacion de RIF a los 30 min. A mayor tiempo y proporcién de ISO se ve un aumento
significativo en la degradacion de RIF. Las matrices CMC-RIF+AA-ISO;s-Na,s proponen una

liberacion in vitro que, a los 30 min, presenta una relacidon de concentracidn RIF:ISO de 1:0,24,
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lo cual confirma que la proporcion de ISO disuelta no afecta significativamente la degradacion

de RIF.

RIFADIN mostré menor degradacién de RIF al cabo de 2 h. Sin embargo, esto se vinculd con la
baja velocidad de disolucién de RIF, que presentd una concentracion maxima a los 30 min, de
manera que se redujo el tiempo de exposicién de RIF al medio 4cido en las condiciones del
ensayo. Otros autores han obtenido formulaciones en CDF con baja velocidad de disolucién de
RIF en medio acido, que demuestran mejorar la estabilidad in vitro de RIF (20,23-25). Sin
embargo, sistemas con este desempefio no son deseables, ya que se ha reportado que la

disolucién completa de RIF en medio acido es critica para su adecuada biodisponibilidad (8,26).

A pesar de que varios autores han sostenido que para mejorar la biodisponibilidad de RIF es
necesario que la liberacién de RIF sea inmediata y segregada de la liberacién de I1SO (1-3),
existen escasos reportes de desarrollo de este tipo de formulaciones (25,27,28), y sélo algunos

evaluan la estabilidad in vitro de RIF.

Krishna et al. (25) determinaron que el porcentaje de RIF remanente al cabo de 2 h en HCI
0,1M se incrementd un 11 % cuando se evalud la estabilidad de un comprimido de RIF (600
mg) asociado a un comprimido de ISO (300 mg) con cubierta entérica en comparacién con el
mismo comprimido de ISO sin cubierta entérica. Sin embargo, el disefio experimental
planteado presenta varios puntos deficientes, entre los que se destacan en primer lugar, que la
formulacién obtenida presenta un desempefio biofarmacéutico de RIF por debajo del limite de
aceptacion de USP (75%), ya que el porcentaje de RIF disuelto al cabo de 45 min fue de 59%.
En segundo lugar, el método de cuantificacidn es por espectrofotometria UV-visible a 336 nm,
el cual no permite separar los principios activos disueltos ni discriminar la cuantificacién entre

RIF y los productos de degradacion formados.

Mediante este estudio, se ha determinado con alta especificidad que las matrices CMC-
RIF+AA-ISO;5-Nays mejoran la  estabilidad de RIF en medio acido, disminuyendo
significativamente los niveles de IH formados respecto a las formulaciones comerciales, por
reduccion de la interaccién entre RIF e ISO. Ademas, CMC-RIF tiene una muy rapida velocidad

de disolucién en medio acido, lo que asegura una mayor disponibilidad en el sitio de absorcién.

Cabe destacar que la dindmica de degradacién de RIF in vivo puede ser diferente, debido a
multiples factores. En primer lugar, el organismo se encuentra en un estado dindamico, por lo
que hay un continuo ingreso y eflujo de fluidos gastricos que modifican el pH del medio.

Adicionalmente, tanto RIF como ISO pueden estar sometidas a procesos de disolucién vy
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absorcién, de manera que la proporcion de los dos farmacos puede estar cambiando en
relacidn a su diferente velocidad de absorcién. Finalmente, una porcién de los farmacos podria
pasar al intestino, lo que modifica su concentracidon en estémago (22). Por ello el estudio
farmacocinético del sistema de matrices CMC-RIF+AA-I1SO,s-Nays en un modelo animal es una
herramienta para evidenciar si la estrategia de segregacion planteada mejora la

biodisponibilidad de RIF.

4.6. CONCLUSIONES

Se validé una metodologia de cuantificacidon conjunta de RIF, I1SO, 3FRSV e IH, util para la

evaluacion de la estabilidad en medio acido de las diferentes formulaciones a desarrollar.

La reduccion de la coexposicion de RIF e ISO en el medio acido, lograda por la asociacién de
matrices CMC-RIF y AA-ISO,s-Nays, permitid reducir la formacién de IH, que trae como

consecuencia una menor degradacién de RIF asociada a ISO.

Este aumento de estabilidad en las matrices CMC-RIF+AA-I1SOs5-Nays, junto con la mayor
velocidad de disolucion de RIF en CMC-RIF, deberia reflejarse en una mayor biodisponibilidad

de RIF en este sistema multiunitario.
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CAPITULO 5

BIODISPONIBILIDAD ORAL DE
MATRICES HIDROFILICAS
POLIELECTROLITO-FARMACO DE CMC-
RIF+AA-ISO55-Najs

5.1. INTRODUCCION

Las matrices hidrofilicas de CMC-RIF y AA-ISO;5-Na,s previamente caracterizadas, mostraron
propiedades de liberacidn convenientes para el disefio de formulaciones de administracion
oral con cinética multiple para liberacidon inmediata de RIF en estdmago y sostenida de I1SO en
intestino (1,2). La reduccién de la co-exposicién indeseada de los farmacos se tradujo en un
aumento de la estabilidad de RIF en medio acido. Esto puede incidir favorablemente en la
biodisponibilidad y estabilidad in vivo de RIF al administrar la CDF innovadora.

Por lo expuesto, resulta interesante explorar el desempefio in vivo de los productos
desarrollados, en comparacién con la formulacién de referencia, por lo que, una opcion
adecuada es la determinacién de la biodisponibilidad oral de RIF e ISO mediante perfiles de
exposicidn sistémica en un modelo animal sano.

La evaluacion farmacocinética requiere la utilizacién de metodologias bioanaliticas validadas.
En este caso, a diferencia de los métodos analiticos, se necesita determinar la estabilidad y el

porcentaje de recuperacién desde la matriz bioldgica seleccionada.

5.1.1. OBJETIVOS

El objetivo de esta parte del trabajo es explorar la exposicidn sistémica de las matrices de

CMC-RIF y AA-1SO,5-Na,s y compararla con la CDF de referencia.
A tales fines, resulta necesario:

= Disponer de una metodologia bioanalitica validada para la cuantificacién de

RIF e ISO desde plasma.
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= Realizar un ensayo farmacocinético en animales de experimentacion,
mediante la administracién oral de las matrices de CMC-RIF+AA-ISO;5s-Na,s en

comparacién a la CDF de referencia.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. DESARROLLO Y VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA PARA
LA CUANTIFICACION DE RIF E ISO DESDE PLASMA

5.2.1.1. REACTIVOS

RIF e ISO de grado farmacéutico, fueron adquiridos en Parafarm® (Argentina) y Drogueria
Libertad (Argentina), respectivamente. El plasma humano fue gentilmente donado por el
Laboratorio de Hemoderivados. Como estandares internos se utilizaron rifamicina (RIM) y
atenolol (AT) grado farmacéutico, adquiridos en Parafarm® (Argentina). Para el procesamiento
de las muestras y la cuantificacién por HPLC se usé acetonitrilo (grado HPLC, Sintogran,
Argentina), metanol (grado HPLC, Sintogran, Argentina) y agua calidad Milli Q. Los demas

reactivos fueron calidad pro-andlisis.

5.2.1.2.  INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Las muestras fueron analizadas por HPLC (Waters 1525 pump), con horno termostatizador
para columnas (Waters 1500 series column heater) y con un inyector automatico (Waters 717
plus autosampler) acoplado a un detector PDA UV (PDA detector 2296). Para el procesamiento

de los datos fue utilizado el software Empower® y Microsoft Excel® (version 2010).

5.2.1.3. METODOLOGIA DE CUANTIFICACION DE RIF

Como fase mévil se utilizé metanol y solucién reguladora de fosfato de potasio’ pH=7 (75:25).
Como estdndar interno se utilizd RIM. La columna utilizada fue C18 de fase reversa
(Phenomenex, Luna®;, 250 x 4.6 mm; 5 um de tamafio de particula) con guardacolumna
(Phenomenex®). La velocidad de flujo fue de 0,5 mL/min y la temperatura del horno fue de 30

°C.

'Solucién reguladora de fosfato de potasio: fosfato monobasico de potasio 0,02M ajustado a
pH 7,0 con NaOH 1M
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PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PLASMATICAS PARA LA CURVA DE CALIBRACION

Se prepararon soluciones de trabajo de RIF en agua destilada, en concentraciones entre 0,16 y
200,00 pg/mL, que se utilizaron para ser adicionadas en alicuotas de 100 pL a 500 pL de
plasma blanco, junto con 200 pL de agua Milli Q, 50 pL de solucién de RIM (0,1%), 50 pL de
solucion de acido ascorbico (0,5 %) y 1 mL de acetonitrilo. Adicionalmente se prepard una
muestra cero (M cero), conteniendo la cantidad informada de cada componente, excepto RIF,

y una muestra blanco (M blanco) que ademas no contuvo RIM.

Las muestras fueron agitadas con vortex Tabla 5.1: concentracién de RIF en las

durante 30 segundos y posteriormente soluciones de plasma de la curva de
calibracion.
centrifugadas a 120 Hz durante 10

minutos. El sobrenadante fue filtrado

0,03
utilizando membranas milipore de 0,45
0,08 Baja
pm. Cien microlitros fueron inyectados en 0,16
el cromatdografo y se registré el 0,31
. 1,51
cromatograma a la longitud de onda de > Media
4,68
maxima de absorcion (A= 339 nm). La .
concentracién de RIF en cada solucion ' Alta
37,80

plasmatica se informa en la Tabla 5.1.

5.2.1.4. METODOLOGIA DE CUANTIFICACION DE ISO

Se utilizaron las metodologias descriptas por Gupta (3) y Agrawal et al. (4) con modificaciones
menores. Se utilizd como fase movil metanol: agua: acido perclérico 70 % v/v: hidréxido de
tetrabutilamonio 40 % v/v (20:80:0,05:0,05, v/v). AT se seleccioné como estandar interno. La
columna utilizada fue C8 de fase reversa (Phenomenex, Luna®; 250 x 4.6 mm; 5 pm de tamaio
de particula) con guardacolumna (Phenomenex®). La velocidad de flujo fue de 1 mL/min vy la

temperatura del horno fue de 25 °C.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PLASMATICAS PARA LA CURVA DE CALIBRACION

Se prepararon soluciones de trabajo de ISO en agua destilada, en concentraciones entre 0,57 y
230,00 pg/mL, que se utilizaron para ser adicionadas en alicuotas de 100 a 250 pL plasma
blanco, junto con 100 pL de AT (0,16 % p/v), 200 pL de p-hidroxibenzaldehido (1,5 % p/v), 400
pL de solucion de acido trifluoroacético 10 % v/v y 1 mL de metanol. Adicionalmente se
prepard una muestra cero (M cero), conteniendo la cantidad informada de cada componente,

excepto ISO, y una muestra blanco (M blanco) que tampoco contuvo AT.
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Las muestras fueron agitadas con vortex »
Tabla 5.2: concentracion de ISO en las

durante 30 segundos y posteriormente soluciones de plasma de la curva de

centrifugadas a 120 Hz durante 10 calibracion.

minutos. El sobrenadante fue filtrado

utilizando membranas milipore 0,45 pm. 0,18 _
. T . 0,89 Baja
Cien microlitros fueron inyectados en el 357
cromatégrafo y se registro el 8,92
Media
cromatograma a la longitud de onda de 17,84
maxima de absorcion (A= 273 nm). La 35,68
. ., s 71,36 Alta
concentracién de cada solucidn plasmatica
178,40

se informa en la Tabla 5.2.

5.2.2. PARAMETROS DE VALIDACION

Se evalud la selectividad, la precisidn, la exactitud, la linealidad de la respuesta y el limite de
cuantificacion, la recuperacién desde la matriz bioldgica y la estabilidad de las muestras. Los
criterios de aceptacidn fueron los establecidos por la Guia de la Industria para la validacién de

métodos bioanaliticos(FDA) (5).

La selectividad fue determinada a través del andlisis por triplicado de las M blanco, en
comparacién con muestras de la curva de calibracion de la concentracién mas baja.
Adicionalmente se determind la resolucion (R) como medida de separacion entre los picos de

interés, utilizando la siguiente ecuacién:

R = 2 % (trA _trEI)
Wy — WEgg

Donde t, y t, son los tiempos de retencion relativos (en minutos) y w,y wg son el ancho de

pico (en minutos) del analito de interés (RIF o ISO) y su estandar interno, respectivamente.

La exactitud vy la precision, expresada como la repetibilidad interdia, fueron determinadas
mediante un quintuplicado de soluciones plasmaticas a tres concentraciones (0,08, 1,51 y
37,80 pg/mL de RIF; 3,57, 17,84 y 71,36 pg/mL de I1SO). Como limite de aceptacion se
considerd un error estandar (EE) < 15% para la exactitud y un coeficiente de variacion (CV) <

15% para la precision.
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La linealidad de las curvas de calibracién que relacionaron respuestas (areas) con la
concentracién de RIF e ISO en plasma fue analizada calculando el coeficiente de correlacién
(R?) vy la desviacién estandar (SD) del factor de respuesta para cada estandar. El intervalo de
concentracién de trabajo se establecié sobre reportes bibliograficos de niveles plasmaticos de
los farmacos en ratas (6,7). El limite inferior de cuantificacién (LIC) fue calculado como Ia
minima concentracidn de analito que resultara incluida en el rango de linealidad determinado,

con un error estandar (EE) <20%.

Para determinar el porcentaje de recuperacion de los analitos se prepararon muestras
plasmaticas, conteniendo 1,67 y 41,79 ug/mL de RIFy 4,41 y 88,11 pg/mL de ISO. Las areas de
RIF e ISO obtenidas de éstas muestras, se compararon contra soluciones acuosas de RIF e ISO,

de igual concentracidn, las que representaron la recuperacién del 100% de cada farmaco.
Estabilidad

Se determind la estabilidad luego de tres ciclos de congelado/descongelado, a corto plazo y

post-preparativa.

La estabilidad luego de tres ciclos de congelado-descongelado fue determinada utilizando
soluciones de plasma de concentracion 1,67 y 41,79 ug/mL para RIFy 4,41 y 88,11 pug/mL para
ISO. Las muestras fueron cuantificadas por triplicado a tiempo cero y luego de 1, 2 y 3 ciclos de
congelado/descongelado. A tiempo cero, a continuacion de tomar una alicuota para la
cuantificacion, el plasma enriquecido fue separado en tubos Eppendorf de 2 mL y congelado a
-20 °C. Luego de 24 h, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se
mantuvieron al abrigo de la luz por aproximadamente 1h para asegurar el equilibrio de
temperatura. Inmediatamente después, se tomd una alicuota que se procesd y cuantificd
(primer ciclo de congelado/descongelado). Este ciclo se repitié dos veces, completando el

segundo y el tercer ciclo de congelado/descongelado.

La estabilidad a corto plazo fue determinada a partir de las muestras de plasma de
concentraciéon 1,67 y 41,79 pug/mL para RIF y 4,41 y 88,11 ug/mL para ISO. Tras un ciclo de
congelado/descongelado, las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante 6 h
(tiempo previsto para la duracién del procesamiento de las muestras de cada dia) y se

cuantificaron por HPLC (n=3).

La estabilidad post preparativa, consistente en determinar el tiempo de residencia de las

muestras en el inyector automatico, se determind a las 24 h posteriores al procesamiento,
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sobre las soluciones preparadas a partir del plasma enriquecido con RIF o ISO, de

concentracién 1,67 y 41,79 pg/mL para RIF y 4,41 y 88,11 ug/mL para ISO.

Se compararon las respuestas obtenidas para las muestras frescas y las sometidas a los

estudios de estabilidad, el pardametro de aceptacidon fue el EE menor al 15%.

5.2.3. ESTUDIO FARMACOCINETICO DE LAS MATRICES CMC-RIF + AA-1SO7s5-
Najs

El estudio farmacocinético se realizd en el Hospital Veterinario de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias, Universidad Catélica de Cérdoba (UCC) (Figura 5.1), en colaboracidon con el Dr.

Nicolds Litterio y su grupo de investigacién. El protocolo de trabajo estuvo aprobado por el

comité de Bioética y Bienestar Animal (Ref CBBA 08.2014UCC).

Figura 5.1. Hospital Veterinario de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, UCC, en la instancia
de realizacidn del estudio farmacocinético de las matrices CMC-RIF+AA-ISO75-Na25.

5.2.3.1. MODELO ANIMAL

El modelo animal seleccionado fue el perro, por su capacidad de deglutir comprimidos enteros,
de contar con una volemia suficiente para el muestreo, ser ampliamente utilizado en ensayos
farmacocinéticos y estar disponible. Los sujetos fueron perros sanos (n=6), de edad entre 3y 6
afos, con masa corporal de 1513 kg, libres de endo y ectopardsitos, mestizos, machos y

hembras castradas.

El disefio del ensayo fue cruzado de dos ramas (Figura 5.2), en el cual los animales divididos en
dos grupos (de n=3) recibieron una dosis Unica de RIFINAH® (tratamiento control) o matrices

CMC-RIF + AA-ISO;5-Na,s (tratamiento problema) en concentracion de 5 y 2,5 mg/kg de RIF e
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ISO y se sometieron a un muestreo durante 24 h. Luego de un periodo de lavado de 15 dias, se

invirtio el tratamiento de los grupos, y se realizdé un idéntico esquema de muestreo.

MUESTRA:
6 perros
GRUPO 1: GRUPO 2:
3 perros 3 perros
CMC-RIF Muestreo por 24 h RIFINAH
+ AA-ISO-Na
]
Periodo de
lavado: 15 dias
GRUPO 1: GRrupPO 2:
3 perros 3 perros
RIFINAH Muestreo por 24 h S'\ﬁigg N
e

CUANTIFICACION Y COMPARACION DE RESULTADOS

Figura 5.2. Esquema del disefo experimental: cruzado y de dos ramas.

Para contener la dosis segun el peso de cada sujeto, las formulaciones originales se adaptaron
mediante proporcionalidad de dosis, lo que asegurd el mantenimiento de la misma proporciéon
de excipientes y farmacos. Estas formulaciones adaptadas fueron sometidas a ensayos de
disolucién en medios biorrelevantes, que corroboraron previamente, que el desempefio

biofarmacéutico fuese idéntico al de las formulaciones originales.

5.2.3.2.  ADMINISTRACION Y MUESTREO

Las formulaciones se administraron colocandolas en la base de la lengua del perro, y se verifico

que no fueran masticadas previo a su deglucién.

Utilizando jeringas heparinizadas, se extrajeron muestras de sangre (3mL) de la vena yugular a
los 0, 10, 20, 30 y 45 minutos, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h post-administracién. Las muestras
fueron centrifugadas a 48 Hz y el plasma obtenido fue congelado a -20 °C para su posterior

procesamiento y analisis por HPLC.

5.2.3.3.  PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SU ANALISIS

Para el procesamiento de las muestras se procedié de similar manera respecto a lo descripto
en las secciones 5.2.1.3.y 5.2.1.4 (Procesamiento de las muestras plasmdticas para la curva de
calibracion), reemplazando el volumen de solucidn de trabajo de RIF o ISO por un volumen

equivalente de agua Milli Q.
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5.2.3.4.  ANALISIS FARMACOCINETICO

A partir de los perfiles plasmaticos en funcidon del tiempo se determinaron los puntos
estadisticamente atipicos (outliers), mediante el test de Dixon y se evalud la normalidad de los
datos (test de Shapiro-Wilks; p<0,05) (8). Se determinaron los parametros farmacocinéticos
tales como ABCg.,4, ABCp..o, Crnax Y tmaxy mediante un modelo no compatimental, PK Solutions 2.0

(Summit Research Services, OH, USA).

Se compararon estadisticamente el ABC y C,.x de los tratamientos mediante un test de student
apareado unilateral (a= 0,95) y mientras que para el t.,, se utilizé la prueba de Wilcoxon para

muestras apareadas (o= 0,95) (8).

5.3. RESULTADOS

5.3.1. DESARROLLO Y VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA PARA
LA CUANTIFICACION DE RIF E ISO DESDE PLASMA

5.3.1.1. DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION DE RIF

El método desarrollado en esta etapa surgié como modificacion del método validado en el
Capitulo 4. La reduccién del flujo de 1 a 0,5 mL/min permitié una mejor resolucién de RIF

respecto a RIM, manteniendo la simetria de los picos.

SELECTIVIDAD

Mediante la comparacion de M blanco con muestras de plasma enriquecidas con RIF y RIM
(Figura 5.3), se confirmd ausencia de interferencias provenientes de la matriz bioldgica por
debajo del limite de cuantificacién. RIF fue adecuadamente resuelta respecto a RIM, con una

R=6,5.

0,004

8,701

0,003
2 ]
0,002

0,001

00—
75 80 &85 90 95 100 105 110
Minutos

Figura 5.3. Cromatogramas de la solucién en plasma de RIF (0,076 pg/mL; arriba)y laM
blanco (abajo).
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LINEALIDAD Y LIMITE DE CUANTIFICACION
Tal como se grafica en la Figura 5.4, el método fue lineal en el rango 0,16-37,80 pug/mL de RIF,

ya que el R? fue mayor a 0,999. El limite de cuantificacidn fue de 0,16 pg/mL de RIF.

1,5 4

y =0,0312x - 0,0046
R?=0,9997

=
o

Area RIF/Area RIM
o
(02}

o
o

= T T T 1

0 10 20 30 40
Conc RIF (ug/mL)

Figura 5.4. Curva de calibracién de RIF en plasma humano.

PRECISION Y EXACTITUD
El método de cuantificacion de RIF fue preciso y exacto en el intervalo de linealidad

establecido, ya que los CV% y el EE% de las soluciones fueron menores al 15%, incluso a la

concentracion del limite inferior de cuantificacién (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Precision y exactitud de RIF en el intervalo evaluado (n=3). El criterio de aceptacion
para la precision fue un CV<15% y para la exactitud un EE%<15%

Concentracion de RIF Precision (CV%) Exactitud (EE%)
Baja (0,16 pg/mL) 7,7 54
Media (1,51 pg/mL) 4,6 3,4
Alta (37,80 pg/mL) 5,8 4,7

PORCENTAJE DE RECUPERACION

El porcentaje de recuperacién de RIF fue mayor al 97 % y el CV% fue menor al 15 % en las

concentraciones analizadas (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Porcentaje de recuperacién de RIF en el intervalo evaluado (n=3). El criterio de
aceptacion fue un CV<15%

Concentracion RIF (ug/mL): % recuperacion (n=3)
0,86 99,6 11,1
10,97 97,3 11,2
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ESTABILIDAD

Las muestras de plasma conteniendo RIF fueron estables tras 6h de disposicion en la mesada'y,
luego de su de su extraccion y conservacion al abrigo de la luz, se mantuvieron inalteradas por
24h mas. Ademas, permanecieron sin cambios luego de tres ciclos de congelado/descongelado

(Tabla 5.5).

Tabla 5.5. Estabilidad de RIF en el intervalo evaluado (n=3). El criterio de aceptacion fue de
EE<15%

Concentracion RIF A corto plazo Ciclos de congelado (EE %) | Post preparativa
Lt 2 e
0,86 0,23 0,12 0,08 0,00 0,01
10,97 0,01 2,48 2,96 4,19 0,35

5.3.1.2. DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION DE ISO

En el método seleccionado, se realiza una derivatizaciéon de ISO hacia un compuesto mas

hidrofébico, el cual aparece a tiempos de retencidn mayores que las impurezas del plasma(4).

Inicialmente, por encontrarse descripto en bibliografia, se utilizé pirazinamida como estandar
interno. Sin embargo, su pico cromatografico no se resolvid bien respecto al frente de
solvente, ya sea utilizando una columna de 150 mm o de 250mm, o variando las proporciones
de metanol:agua en la fase movil desde la relacién (85:15) a (70:30). En consecuencia, se
seleccionaron otros estandares internos, de solubilidad y Log P similar al derivado de ISO, tales
como paracetamol, acido isonicotinico, hidroclorotiazida y AT. El Unico compuesto que no
reaccioné con el p-hidroxibenzaldehido y presentd una sefial Unica y simétrica a tiempos de
retenciéon apropiados fue el AT, permitiendo la adecuada cuantificacion de I1SO en las

condiciones establecidas.

SELECTIVIDAD

Mediante la comparaciéon de M blanco con muestras de plasma enriquecidas con ISO y AT, se
confirmd ausencia de interferencias provenientes de la matriz bioldgica por debajo del limite
de cuantificacion (Figura 5.5). Adicionalmente, I1SO fue adecuadamente resuelta respecto a

AT (R=42).
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Derivado

20 40 60 80 100 120 140
Minutos

Figura 5.5. Cromatogramas de la solucidon en plasma de I1SO (0,178 pug/mL; arriba) y la M
blanco (abajo).

Como se observa en la Figura 5.6, el método fue lineal en el rango 0,18-35,68 pg/mL de ISO, ya

que el R fue mayor a 0,999. El limite de cuantificacién fue de 0,18 pg/mL de I1SO.

y =0,02941x + 0,00778
> R2 = 0,99986

Area ISO/Area AT
w

0O 30 60 90 120 150 180
Conc ISO (ug/mL)

Figura 5.6. Curva de calibracién de ISO en plasma humano.

PRECISION Y EXACTITUD
El método de cuantificacion de ISO fue preciso y exacto en el intervalo de linealidad
establecido, ya que los CV% y el EE% de las soluciones fueron menores al 15%, incluso a la

concentracion del limite inferior de cuantificacion (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Precision y exactitud de ISO en el intervalo evaluado (n=3). El criterio de aceptacidn
para la precision fue un CV<15% y para la exactitud un EE%<15%

Concentracion de ISO Precision (CV%) Exactitud (EE%) |
Baja (3,57 pg/mL) 4,2 3,1
Media (17,84 pg/mL) 4,4 3,5

Alta (71,36 pg/mL) 4,0 3,1
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PORCENTAJE DE RECUPERACION
El porcentaje de recuperacion fue mayor al 89% y el CV% fue menor al 15% en las

concentraciones analizadas (Tabla 5.7).

Tabla 5.7: porcentaje de recuperacion de I1SO en el intervalo evaluado (n=3). El criterio de
aceptacion fue un CV<15%

Concentracion I1SO (pg/mL): % recuperacion (n=3)
4,41 96,6 10,4
88,11 89,8 2,6

ESTABILIDAD

Las muestras de plasma conteniendo ISO fueron estables tras 6 h de disposicidon en la mesada.
Luego de su extraccidn y conservacion al abrigo de la luz, se mantuvieron inalteradas por 24 h
mas. A diferencia de las muestras conteniendo RIF, sélo soportaron dos ciclos de
congelado/descongelado (Tabla 5.8), ya que el EE en el ciclo 3 para las muestras de I1SO de

menor concentracion fue mayor al 15%.

Tabla 5.8: estabilidad de I1SO en el intervalo evaluado (n=3). El criterio de aceptacién fue un
EE<15%

Concentracién I1SO A corto plazo Ciclos de congelado (EE %) | Post preparativa
Lt s R
4,41 8,6 12,5 15,4 18,6 13,3
88,11 4,2 0,3 3,6 4,4 12,2

5.3.2. ESTUDIO FARMACOCINETICO DE LAS MATRICES CMC-RIF + AA-1SO7s5-
Najs

La Figura 5.7 muestra el perfil de concentracién plasmatica de RIF en funcién del tiempo, luego

de la administracidn oral de los sistemas estudiados. En las curvas se distinguen los procesos

de absorcion, metabolismo y eliminacion.

La constante de absorcion (k.ps) de RIF en las matrices CMC-RIF + AA-ISO;5-Na,s fue 1,41 veces
superior respecto a RIFINAH® (-0,802 vs -0,568 h™). La mayor velocidad de absorcién de RIF
desde las matrices impacté en un aumento significativo de su biodisponibilidad (p<0,05). La
Figura 5.8 muestra el ABCyjs, Crax Y tmax de RIF determinados desde los dos sistemas
estudiados. En las matrices CMC-RIF + AA-1SO5-Na,s el ABCo., calculado (53,2 vs 38,7 pugh/mL)
fue 1,37 veces mayor, lo que estuvo en concordancia con una mayor Cn. (4,2 vs 3,7 ug/mL;

p<0,05), la que se alcanzd a un t,., significativamente mas corto (2 vs 6 h; p<0,01).
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Figura 5.7. Perfiles de concentracién plasmatica de RIF en funcidn del tiempo en escala
normal y logaritmica, luego de la administracion oral de los sistemas estudiados,
representados como la media + EE.
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Figura 5.8. ABCy.,4, Cinax Y tmax de RIF determinados desde las MATRICES (CMC-RIF + AA-
ISO;5-Nays) y las capsulas de RIFINAH®. En todos los casos la diferencia fue significativa
(* p<0,05; ** p<0,01)

La Figura 5.9 muestra el perfil de concentraciéon plasmatica de ISO en funcion del tiempo,
luego de la administracién oral de los sistemas estudiados. En las curvas se distinguen los
procesos de absorcion, distribucidon y eliminacidon. Tal como se espera de un sistema de
liberacion prolongada, la k. de I1ISO en las matrices CMC-RIF + AA-ISO,s-Nays fue 1,3 veces
menor respecto a RIFINAH® (-0,325 vs -0,517 h™). La ke de ISO fue 3,4 veces mayor para las
matrices que para RIFINAH® (-0,325 vs -0,097 h™). La menor velocidad de absorcién y la mayor
velocidad de eliminacion de ISO desde las matrices impactd negativamente en su
biodisponibilidad, que estuvo significativamente reducida (p<0,01). La Figura 5.10 muestra el
ABCg.24, Crnax Y tmax de ISO determinados desde los dos sistemas estudiados. En las matrices
CMC-RIF + AA-ISO5-Na,5 se observo una menor ABCy., (2,4 vs 10,7 ugh/mL), una menor Cpax

(0,5 vs 1,8 ug/mL) y un t,.. significativamente mayor (4 vs 1 h).
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Figura 5.9. Perfiles de concentracion plasmatica de ISO en funcidn del tiempo en escala
normal y logaritmica, luego de la administracidn oral de los sistemas estudiados,
representados como la media + EE.
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Figura 5.10. ABCy.54, Cnax Y tmax de ISO determinados desde las MATRICES (CMC-RIF + AA-ISOs-
Nays) y las capsulas de RIFINAH®. En todos los casos la diferencia fue significativa (* p<0,05; **
p<0,01)

5.4. DISCUSION

Si bien la metodologia analitica desarrollada en el capitulo 3 permitié cuantificar RIF, ISO y los
productos de degradacién de RIF, ésta no pudo ser utilizada para cuantificar los farmacos en
plasma por la superposicion de las sefiales de ISO con las impurezas de la matriz bioldgica. A
pesar de que se hicieron intentos por validar una metodologia para la cuantificacién conjunta
de RIF e ISO para esta etapa, en todos los casos las sefales de ISO se superponian con las
impurezas del plasma, por lo que fue necesario desarrollar y validar una metodologia
independiente para la cuantificacion de ISO, mediante la derivatizacion de esta a un

compuesto mas hidrofébico, lo que aumentd su tiempo de retencién en la columna (4).
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Los métodos desarrollados fueron una herramienta analitica util para la cuantificacién de las
muestras del ensayo farmacocinético, el cual requirid alta precision, selectividad y estabilidad,

utilizando pequefios volumenes de plasma.

De particular importancia, la determinacion de la estabilidad de RIF e ISO en las muestras de
plasma en las diversas condiciones de trabajo asegurd el mantenimiento de su calidad en los
plazos habituales de procesamiento y cuantificacién, asi como también que la cuantificacion
de RIF puede realizarse en dias diferentes a la de ISO. A diferencia de lo que sucede en
soluciones acuosas acidas, RIF fue mas estable en el plasma, debido a que estd unida en gran
medida a las proteinas (9) y a que, este medio presenta un pH en el cual la hidrélisis de RIF
estaria minimizada. Incluso, RIF soportd un ciclo de congelado/descongelado mas que 1SO, por
lo que se considerd realizar en primer lugar la cuantificacion de ISO y posteriormente, en un

dia diferente, la cuantificacién de RIF.

El modelo animal seleccionado presentd multiples ventajas. Ademas de ser uno de los pocos
animales de facil acceso y con una volemia adecuada para realizar multiples muestreos a lo
largo del tiempo, presenté una fisiologia de su estémago muy semejante al humano en el
estado de ayuno, con patrones similares de motilidad, vaciamiento gastrico de liquidos y
solidos no digeribles, y pH gastrico (10). Esto fue muy conveniente para la determinacién de la

biodisponibilidad de RIF, que es indicativa de la mejora aportada por la formulacién propuesta.

Como desventajas, el modelo animal presenta un intestino con mayor pH y un menor tiempo
de transito gastrointestinal, lo que podria resultar en una absorcién variable o incompleta en
esta region, especialmente en fadrmacos con una ventana de pH de mdaxima absorcidn intestinal
entre 5y 7 o en formas farmacéuticas de liberacién modificada (11). Bajo estas condiciones, el
modelo fue de alta exigencia en cuanto a la etapa de liberacidn de ISO, pero fue apropiado en
esta etapa de estudio, ya que si la formulacién tiene una adecuada biodisponibilidad de ISO en

perros, probablemente también la tendria en humanos.

Como se ha sefalado previamente, el principal problema de la terapia de la tuberculosis es la
baja y variable biodisponibilidad oral de RIF, ocasionada por su baja solubilidad y su
degradacion en medio acido, entre otras razones (12-14). Obtener formas farmacéuticas
solidas que aseguren una biodisponibilidad aceptable de RIF es importante para evitar la
resistencia al tratamiento, en vista de que su accion es dosis-dependiente y el mecanismo de

resistencia se desarrolla en un Unico paso (15-17).
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Cumpliendo con la estrategia de liberacidn sitio-especifica y segregada de los farmacos, las
matrices CMC-RIF+AA-ISO,s-Na,s mostraron una muy rapida velocidad de disolucion in vitro de
RIF y menor degradacion de RIF en medio 4cido. En linea con lo observado in vitro, el
desempeno de RIF in vivo mostré un aumento en la biodisponibilidad oral de RIF. Esto se debe
a que, en las condiciones dindmicas de transito gastrointestinal, la cantidad de RIF disuelta es
rapidamente absorbida, lo cual fue corroborado por el menor t,., observado. Adicionalmente,
la degradacion de RIF podria haber sido reducida, en parte porque se ha reducido
significativamente el tiempo de residencia gdstrica y porque estdn minimizados los niveles

concomitantes de ISO en medio acido.

Si bien la estrategia de liberacidn segregada de ISO desde las matrices de AA-ISO;5-Na,s ayudé
a mejorar la biodisponibilidad de RIF, los parametros farmacocinéticos evidenciaron que la
absorcién de ISO fue incompleta. El incremento significativo del t,,., de ISO estuvo asociado a
una muy baja velocidad de liberacién. A pesar de que este resultado es desfavorable, se tiene
en cuenta que el perro es un modelo de maxima para sistemas de liberacién modificada y que
ISO, siendo un farmaco clase I/1ll (18), presenta como Unica limitante de su absorcidn, su
velocidad de difusidon y de disgregacion de la matriz. Por ello, una buena alternativa a la
formulacidon matricial es el desarrollo de un sistema conteniendo ISO de liberacion retardada,
cuya liberacidn en intestino sea inmediata, y de esta manera se incremente la disponibilidad

de ISO en el lumen intestinal.

A pesar de que existen varios reportes de formas farmacéuticas sélidas que mejoran el
desempefio de RIF e ISO (19-22), muy pocos de estos sistemas han sido evaluados in vivo. A
su vez existen numerosos estudios de sistemas nanotecnoldgicos para la administracién oral
de farmacos antituberculosos de primera linea, los cuales han sido evaluados en animales
pequefios, tales como ratones y cobayos, y han demostrado mayor permanencia en la sangre
que los farmacos libres (23-25). A pesar de estos resultados alentadores, no se ha avanzado en
la evaluacién de la estabilidad de estas formulaciones nanotecnoldgicas combinadas ni se ha

evaluado su farmacocinética en humanos.

El limitado desarrollo de otras formulaciones innovadoras muestra una relacién directa con el
desinterés de la industria en el tratamiento de la tuberculosis, la cual es una enfermedad

asociada a la pobreza (26).

Abajo se resumen algunos desarrollos de formas farmacéuticas sélidas de administracién oral,
gue han sido evaluadas en modelos animales grandes o humanos. Cabe destacar que ninguna

formulaciéon ha sido superadora de la biodisponibilidad de RIF como CMC-RIF.
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Wang et al. (27) obtuvieron comprimidos de RIF e ISO en CDF de liberacién retardada y los
evaluaron en un modelo canino. Con la intencidon de mejorar la solubilidad de RIF, se utilizé un
solido de tamafio de particula menor a 120 um, que se sometié junto a ISO y excipientes
convencionales, a un proceso de granulaciéon seca. Llama la atencién el uso del 20% de lactosa,
el cual es un excipiente desaconsejado en este caso, porque presenta reportes de interaccion
con ISO (18). Dos comprimidos recubiertos entéricamente, conteniendo 150 mg de RIF y 75 mg
de ISO cada uno, fueron evaluados contra una referencia de un comprimido con cubierta
cosmética de 300 mg de RIF y 150 mg de ISO. En este estudio, la formulacién innovadora
aumenté la biodisponibilidad, en valores de 17% para RIF y 13% para ISO, y el tn. fue
considerablemente mayor para los dos farmacos, pasando de 3,17 a 7,33 h para el caso de RIF.
Es inusual observar que un modelo canino mantenga niveles plasmaticos considerables luego
de este periodo de tiempo por la rapida motilidad intestinal reportada. Igualmente, el
desempeiio de CMC-RIF fue superador, no sdélo por presentar mayor porcentaje de

biodisponibilidad sino también porque el t.x estuvo significativamente reducido.

Avachat y Bhise (28), en concordancia con la estrategia planteada en esta tesis, formularon un
comprimido bicapa de RIF e ISO, conteniendo una capa de RIF (150 mg) de liberacion
inmediata y una capa de I1SO (100 mg, 33% mds de la dosis aprobada en la CDF) de liberacion
sostenida. La cantidad de excipientes utilizados en esta formulacidon es considerablemente
alta. De hecho, si se extrapola la dosis de ambos farmacos a la recomendada por la OMS el
tamafio del comprimido seria de 1,12 g. La capa de RIF requirid el agregado del 20% de
crospovidona como desintegrante y 5% de lauril sulfato de sodio como solubilizante, para
lograr una rapida velocidad de disolucién (89% de RIF a los 30 min en HCl 0,1N). Esta
formulacion fue evaluada en voluntarios sanos, y mostré un aumento de mas del 18% en la
Cmax de RIF y un incremento del 20% en su ABC, comparada con la formulacién en CDF de
referencia comercial. El sistema de matrices CMC-RIF + AA-ISO;s-Na,s presentd un incrementé
del ABC de RIF del 37 %, por lo que se destaca el desempefio superior de CMC-RIF respecto al

logrado con excipientes convencionales.

En el sistema bicapa planteado por Avachat y Bhise (28), la capa de ISO contuvo un 30% de
AANa y mostré una liberacién similar a las matrices AA-ISO;5-Na,s, ya que liberd del 40% de 1SO
en 1h en medio acido y completd la liberacién al cabo de 2h adicionales en solucién reguladora
pH 6,8. Debido al 33% de exceso de dosis de ISO, el ABC de éste farmaco fue del 130%
respecto de lo cuantificado en la CDF de referencia comercial. Sin embargo la C.. estuvo

dentro del 80-120%, v el t.. fue 3 veces mayor a la referencia comercial. En base a esta
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experiencia, las matrices de AA-ISOs-Nays, que en el modelo canino mostraron una liberacién

incompleta, deberian mostrar un buen desempefio en humanos.

El mayor avance ha sido dado por el laboratorio Panacea-Biotec que ha patentado, bajo la
marca comercial Xeed®, comprimidos con cubierta compactada conteniendo un nucleo de I1SO
(75 mg) de liberacidn retardada y una capa externa conteniendo RIF (150 mg), pirazinamida
(400 mg) y etambutol (275 mg). Esta formulacion, segin estudios realizados por la misma
empresa, presentd un aumento del 42% en la biodisponibilidad de RIF, respecto de las
formulaciones en CDF convencionales. Bajo el mismo formato de comprimido con cubierta
compactada, disponen de la doble y triple asociacién, manteniendo las mismas dosis de
farmacos (29). Estas formulaciones no se encuentran comercialmente disponibles en

Latinoamérica ni Espafia (30).

El desarrollo de formulaciones utilizando CMC-RIF e I1SO de liberacidon segregada seria una
alternativa superadora al tratamiento actualmente disponible en la regién, factible de ser
transferida al sector de produccién publica de medicamentos, con un incremento positivo en

tecnologia de productos e innovacion.

5.5. CONCLUSIONES

Los métodos desarrollados para la cuantificacidn de RIF e ISO en plasma humano fueron
adecuados, robustos y reproducibles.

Las matrices CMC-RIF son adecuadas para el desarrollo de una formulaciéon de RIF con
biodisponibilidad incrementada. Sin embargo, las matrices de AA-ISO;5-Na,s no cumplieron
con el desempefio esperado y deben ser reformuladas, hacia formulaciones de liberacion
retardada. Una buena alternativa a la formulacién matricial bicapa seria el desarrollo de

comprimidos con cubierta compactada.
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CAPITULO 6

CALIDAD DESDE EL DISENO EN EL
DESARROLLO DE COMPRIMIDOS CON
CUBIERTA COMPACTADA DE RIF E ISO

6.1. INTRODUCCION

Las matrices de CMC-RIF y AA-ISO,s-Na,s desarrolladas, simularon el comportamiento de un
comprimido bicapa. En este sistema, se observd una muy rdpida velocidad y alta eficiencia de
disolucion de RIF (1), mientras que ISO presentd una liberacion sostenida (2). A su vez, el sistema
muestra un aumento en la estabilidad de RIF, por la liberacidén segregada de los principios activos. Su
evaluacién in vivo en un modelo animal canino mostré un incremento significativo de la
biodisponibilidad oral de RIF (37% mayor) en comparacion con la CDF de referencia. Sin embargo las
matrices de ISO mostraron menor biodisponibilidad, lo que sugirié la necesidad de optimizar el

desempeiio de ISO, manteniendo el sistema CMC-RIF.

6.1.1. DESARROLLO DE COMPRIMIDOS CON CUBIERTA COMPACTADA PARA EL
TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS

Los comprimidos con cubierta compactada son aquellos obtenidos por compresiones multiples.
Consisten de un comprimido interno, el nucleo, recubierto por una capa externa sdlida, que se
adhiere por una subsiguiente compactacidon (Figura 6.1) (3). Estos sistemas presentan multiples
ventajas, entre las que se encuentran la separacion fisica de dos farmacos incompatibles y la
liberacion direccionada a diferentes regiones del tracto gastrointestinal. Ademas, permiten modular

la velocidad de liberacién de los farmacos (4).

Cubierta
entérica/adhesiva
(opcional)

Figura 6.1. Representacidn de las partes que componen un comprimido con cubierta compactada.
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Aunque para su obtencion se requiere una maquina comprimidora especial, las comprimidoras

monopunzdn convencionales permiten imitar este sistema a escala laboratorio.

El proceso de manufactura de comprimidos con cubierta compactada emplea varios pasos. Primero
se formula el nucleo y se comprime bajo condiciones apropiadas. Luego, el punzéon de la
comprimidora se llena con una porcién de la capa externa, para formar un lecho de polvo, el nicleo
se coloca en el centro de éste y se afade la segunda porcidn de la capa externa. Por ultimo, la capa

externa se comprime alrededor del nucleo (5).

Como sucede con otras formulaciones compactadas, los materiales a utilizar deben ser de bajo
costo, seguros y accesibles. Ademds, es importante que las mezclas de polvos utilizadas posean flujo

adecuado para asegurar uniformidad de contenido.

El nucleo consiste en un comprimido convencional, cuyas propiedades de liberacion se ven sujetas,
principalmente, al tipo y proporcién de excipientes utilizados y a la fuerza de compresién final.
Existen comprimidoras que permiten abastecer de nucleos previamente elaborados. De esta
manera, los nucleos pueden ser previamente sometidos a diferentes procesamientos, por ejemplo,
un recubrimiento pelicular. Esto otorga al nucleo diferente funcionalidad o mayor cohesividad con
la capa externa. Si al nlcleo se le aplica una cobertura entérica, se podrian vehiculizar dos farmacos

incompatibles, que se liberarian de manera segregada y sitio-especifica.

Las caracteristicas de los materiales de la capa externa tienen un impacto significativo en el
desempefio de la formulacién, tales como la liberacién del farmaco y su estabilidad. Se requiere,

ademas, que la capa externa sea cohesiva y plastica para asegurar adecuada resistencia mecdnica.

Por otra parte, es critica la fuerza de compresion de la capa externa sobre el nucleo. Esta fuerza
debe ser mayor que la del nicleo para lograr la unién de las capas, pero debe ser lo suficientemente

baja para evitar la laminacion.

Desde el punto de vista tecnoldgico, la cantidad de material en la capa externa es un parametro
clave para alcanzar una cobertura uniforme y asegurar su adecuada adhesién al nucleo. La masa de
la capa externa debe ser al menos el doble de la del nicleo, y su volumen, respecto a éste, debe ser
superior. A su vez, es aceptable que el peso del comprimido con cubierta compactada sea menor a

1000 mg para facilitar su deglucidn. Por ello, el peso del ntcleo debe ser, como maximo, 300 mg.

En el contexto de optimizar la farmacoterapia de la tuberculosis, sistemas multiunitarios que

permitan la liberacién secuencial de RIF (en estdmago) e ISO (en intestino), tales como los
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comprimidos con cubierta compactada, podrian llevar a una mejora en la efectividad y en la

estabilidad de RIF.

CMC-RIF, por ser un material que otorga muy rapida velocidad de disolucién de RIF, y por lo tanto,
mayor disponibilidad de RIF en el sitio de absorcion, podria formar la capa externa del comprimido
con cubierta compactada. ISO, formando una matriz polielectrolito-farmaco de liberacién sostenida
o un comprimido convencional con cubierta entérica, puede ser el nucleo. Los comprimidos con
cubierta compactada de CMC-RIF e ISO serian una alternativa optimizada respecto del tratamiento
actualmente disponible en la regidn, factible de ser transferida al sector de produccion publica de

medicamentos, con un incremento positivo en tecnologia de productos e innovacién.

6.1.1.1.  CARACTERISTICAS DE LOS COMPONENTES EMPLEADOS EN LA ELABORACION DE
COMPRIMIDOS CON CUBIERTA COMPACTADA

Cuando se disefia un comprimido es importante considerar las caracteristicas de sus componentes.
Para mejorar aspectos desfavorables de los principios activos se utilizan excipientes, los que son
seleccionados sobre la base de sus propiedades, ponderando el riesgo que implica su incorporacidn.
La Tabla 6.1 resume las propiedades mas relevantes de CMC-RIF, ISO y algunos de los excipientes

mas utilizados en la elaboracién de comprimidos.

Tabla 6.1. Propiedades mas relevantes de CMC-RIF, ISO y algunos de los excipientes mas utilizados
en la elaboracidon de comprimidos.

CMC-RIF Dispersion sdlida cristalina, donde RIF presenta alta hidrofilicidad y muy
rapida velocidad de disolucion (1). El material presenta buen flujo (dngulo de
reposo= 22°) pero regular compresibilidad (indice de Carr=21), por lo que sus

comprimidos son friables.

ISO Sélido cristalino, hidrofilico, facilmente soluble en agua (6,7). El polvo
presenta un flujo desfavorable (angulo de reposo= 57°). Se requiere

granulacion para mejorar esta caracteristica.

Povidona Excipiente ampliamente utilizado en formas farmacéuticas sélidas, ya sea
(polivinilpirrolidona, como desintegrante y potenciador de la disolucién, como agente de
PVP) cobertura cosmética o ligante en el proceso de granulacion humeda. En el

ultimo caso se usan soluciones acuosas, alcohdlicas o hidroalcohdlicas de PVP

en concentracion final de 0,5- 5% (8).
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Celulosa

microcristalina

Fosfato de calcio

dihidrato

Carboximetilcelulosa

sédica (CMCNa)

Croscarmelosa

sddica

Almidén  glicolato

sadico

Talco

Excipiente con propiedades desintegrantes y diluyentes. Dentro de los
diferentes Avicel PH, el Avicel PH 200 tiene un tamafio de particula elevado
(180um) y granular; es ideal para compresion directa por su excelente flujo
(9). Por su costo, no se utiliza solo, sino que se suele combinar con
excipientes tales como lactosa, almidén o fosfato de calcio dihidrato. La
celulosa microcristalina genera comprimidos de alta dureza, baja friabilidad,
adecuada uniformidad de contenido y excelente compresibilidad, que se
desintegran rapidamente. Sin embargo, es sensible a altos niveles de

humedad (10).

Excipiente diluyente y ligante, con buenas propiedades de flujo (8). Por ser un
material no higroscépico, es muy utilizado en formulaciones que se someten
a procesos de cobertura liquida. No genera comprimidos de alta dureza, pero
incrementa los tiempos de desintegracion ante pequefios aumentos de la
fuerza de compactaciéon. Ademas, cuando se utiliza en elevada proporcién
respecto de celulosa microcristalina, disminuye la velocidad de disolucion de

farmacos poco solubles (10).

Excipiente utilizado en comprimidos como desintegrante y ligante, en
concentraciones del 1-6%. Es un material capaz de formar capa gel, la cual
modula la liberacion de farmacos (8). Para reducir este fenémeno, se puede

utilizar CMCNa de ultra baja viscosidad.

Excipiente superdesintegrante usado en compresion directa o granulacion
himeda, en concentraciones del 0,5-5%. La desintegracion se genera por una

rapida captacion de agua, seguida de hinchamiento (8).

Excipiente superdesintegrante usado en compresién directa o granulacion
himeda, en concentraciones del 2-8%. La desintegracién se genera por una
rapida captacion de agua, seguida de un gran hinchamiento. Su propiedad
desintegrante no se ve afectada por la presencia de lubricantes ni por el

aumento de la presidon de compactacion (8).

Excipiente comunmente utilizado como deslizante y lubricante (en

concentraciones del 1-10%). También se lo utiliza como diluyente y para



Estearato de

magnesio

Eudragit L30-D55

Triacetina

Alcohol polivinilico
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disminuir la velocidad de disolucion en el desarrollo de productos de
liberacion controlada (8). Se utiliza también en suspensiones de cobertura
entérica, porque da volumen, color opaco y reduce la adherencia del agente

de recubrimiento al comprimido (11).

Excipiente comunmente utilizado como lubricante en comprimidos vy
capsulas, en concentraciones del 0,25-5%. Ya que es un material hidrofébico,
puede disminuir la velocidad de disolucién de los principios activos.
Adicionalmente, un tiempo de mezclado excesivo de este material con el
resto de los componentes, puede disminuir la dureza y aumentar la

friabilidad de los comprimidos (8).

Copolimero aniénico a base de 4acido metacrilico y acrilato de etilo
(copolimero de acido metacrilico Tipo C, USP39-NF34), que se presenta
comercialmente como dispersiéon acuosa. Es un excipiente ampliamente
utilizado en procesos de cobertura entérica, porque es compatible con el
agua, genera una pelicula resistente al jugo gastrico y se disuelve facilmente

por encima de pH 5,5 (8).

Agente plastificante hidroéfilico, usado en el recubrimiento pelicular acuoso o
a base de solventes orgdnicos. Generalmente, se usa en concentraciones del

10-35% p/p.

Polimero soluble en agua, utilizado como agente de cobertura cosmética de
formas farmacéuticas sélidas, emulgente en emulsiones y viscosante
formulaciones toépicas y oftalmicas (8,12). Como material de cobertura,
genera una superficie lisa, brillante, buena adherencia a la pelicula y buena

resistencia mecdnica, que se disuelve facilmente (13).

6.1.2. CALIDAD DESDE EL DISENO

En la ultima década se ha desarrollado e implementado el concepto de Calidad desde el Disefio

(QbD, por sus siglas en inglés) descripto en las guias Q8, Q9 y Q10 del Comité Internacional de

Armonizacién (14-16). La QbD es un acercamiento sistematico al desarrollo farmacéutico, que hace

énfasis en el conocimiento del producto y en la comprension y el control de los procesos. En este

sentido, la QbD se fundamenta en el empleo del método cientifico y en la toma de decisiones en
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funcién de la gestidn del riesgo en calidad. De esta forma se fortalece el aseguramiento de la calidad,
al no limitarlo a la ausencia de desviaciones sino a una practica que reduce integralmente el
potencial de ocurrencia de las no conformidades sobre |la base del conocimiento de las variables del

producto y de su proceso productivo (17).

A diferencia del diseiio basado en la calidad determinada por los ensayos, la QbD busca disminuir la
rigidez y la dependencia en las especificaciones, evaluando el desempefio de un producto a través
de sus datos histéricos. Esto facilita la identificacién de los pardmetros criticos del proceso y sus
limites de control en la etapa de desarrollo y contribuye a disefiar un producto que cumpla
consistentemente con los atributos criticos de calidad previamente determinados. Ademas, al
predecir eficientemente el impacto de las variables del proceso en las especificaciones del producto,

es posible un mejor aseguramiento de la calidad del medicamento (18).

El valor agregado de implementar QbD se amortiza con la reduccion del costo de produccidn o bien
la simplificacion del proceso, sin afectar la calidad del producto. A su vez, el conjunto de

conocimientos generado durante el desarrollo, es confiable y transferible al sector productivo.

6.1.3. APLICACION DE QbD EN EL DESARROLLO FARMACEUTICO

La aplicacion de QbD abarca cuatro etapas: a) identificacion de objetivos; b) establecimiento de los
requerimientos criticos; c) disefio del plan experimental y d) articulacion del proceso en el marco del

mejoramiento continuo (19).

6.1.3.1.  PRIMERA ETAPA: IDENTIFICACION DE OBJETIVOS

En esta etapa se genera un espacio de conocimiento que orienta el planeamiento del desarrollo
mediante el establecimiento del perfil del producto, la definicién de sus atributos cuantitativos de

calidad y la recopilacién de informacidn sobre el principio activo, los excipientes y el proceso.

6.1.3.2. SEGUNDA ETAPA: ESTABLECIMIENTO DE LOS REQUERIMIENTOS CRITICOS

En esta etapa se determinan los atributos criticos de calidad del producto, se identifican los atributos
criticos de los materiales constituyentes y se identifican los parametros criticos del proceso y las

fuentes de variacién.

El criterio para calificar los atributos como criticos resulta del andlisis de riesgo, siendo valido
Unicamente si se dispone de un verdadero conocimiento del producto, asi como del entendimiento

de los procesos y de la experiencia.
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Para valorar el riesgo, se utilizan una serie de herramientas, descriptas en la Guia ICH Q9. Dentro de
éstas, se seleccioné el andlisis preliminar de riesgo, mas conocido por su terminologia en inglés
como Preliminary Hazard Analysis o PHA. Esta herramienta de andlisis se basa en la aplicacién de la
experiencia previa o del conocimiento adquirido ante una falla o problema para la identificacion de
futuras situaciones o eventos perjudiciales, asi como para estimar su probabilidad de ocurrencia. La
herramienta consta de: (1) la identificacion de la probabilidad de ocurrencia del evento riesgoso; (2)
la evaluacion cualitativa de la magnitud del dafio probable, valorandolo en funcién de las fallas en la
calidad del medicamento que mas afecten la salud del paciente; (3) una clasificacion relativa de la
amenaza, utilizando una combinacién de gravedad y la probabilidad de ocurrencia; y (4) la

identificacion de las posibles medidas correctivas.

Para la elaboracién de un PHA se construye una matriz de riesgo, listando las potenciales amenazas y
designandole una ponderacion arbitraria, segun la severidad y frecuencia de aparicién. Las amenazas
y su valor de riesgo se establecen a partir de la revisidon y el andlisis de la bibliografia especifica,
proyectos previos, eventos reportados y quejas.

El PHA es comunmente usado en etapas tempranas de desarrollo, o cuando hay poca informacion
sobre detalles de disefio o procedimientos operativos. Por lo tanto, suele ser un precursor de

estudios adicionales (15).

6.1.3.3.  TERCERA ETAPA: DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

En esta etapa se establecen correlaciones entre los atributos criticos de calidad y las fuentes de
variacion en la formulacidn. Se selecciona preliminarmente el proceso de manufactura, detallando
sus operaciones unitarias y la articulacion entre las entradas y las salidas en cada paso. Se combina
asi, la informacion disponible en la definicidn de los espacios de disefio del proceso, a través de un

disefio experimental adecuado.

Un espacio de disefio es una combinacion multidimensional e interactiva de las variables de entrada
y los parametros de proceso que demuestran proveer un adecuado nivel de calidad. El espacio de
disefio agrupa toda la informacién preexistente, adquirida o generada, acerca de la respuesta de un
proceso o material frente al cambio de las variables de un sistema, consolidando conocimiento

explicito, cuantitativo o cualitativo, que asegure, con suficiencia, la calidad del producto.

En la practica, el establecimiento de un espacio de disefio se basa en el uso de experimentos para
una o varias operaciones donde la relevancia de los parametros de proceso esta siendo investigada.
Para tal fin, la aplicacion de una estrategia basada en el disefo estadistico de experimentos, o disefio

factorial, permite evaluar los efectos de diferentes pardmetros del proceso y de los atributos del
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material sobre los atributos criticos de calidad del producto. Esto, llevado al trabajo experimental,
significa un ahorro de recursos entre cuatro a ocho veces mds que aplicando un modelo

experimental de un factor a la vez.

6.1.3.4. CUARTA ETAPA: ARTICULACION DEL PROCESO

En esta etapa se pretende estandarizar el proceso de manufactura teniendo presente el
cumplimiento de los atributos criticos de calidad, entender y asimilar la interaccién del conocimiento
generado para valorar correctamente el impacto de los componentes de la formulacidn y los

parametros de proceso en la calidad, establecer una estrategia de control y validar el proceso.

La consolidacién de la calidad desde el disefio busca transformar el conocimiento que se considera
tacito en explicito y emplear las herramientas de gestién del conocimiento para administrarlo, lo que
permite la mejora continua y la retroalimentacion a través de la experiencia. La monitorizacion y
actualizacion permanente del disefio y de la manufactura permite asegurar la consistencia del

mismo dentro de la filosofia del mejoramiento continuo.

6.1.4. OBJETIVOS

En el contexto de esta parte del trabajo se plantea como objetivo aplicar los conceptos del enfoque

QbD al disefio de un comprimido con cubierta compactada de RIF e ISO.

Para ello, resulta necesario:

e realizar un analisis de riesgo de los materiales de partida y el proceso de elaboracién,
e establecer los pardmetros criticos de control,
e explorar las condiciones de proceso y establecer los puntos de control, necesarios para un

posterior escalado.

6.2. MATERIALES

Para la obtencién de los comprimidos con cubierta compactada se utilizd I1SO (grado farmacéutico,
Drogueria Libertad, Argentina) y los granulos de CMC-RIF descriptos en el capitulo 2. La pureza, el
porcentaje residual de solvente y la estabilidad de los excipientes fueron aseguradas mediante sus

respectivos certificados de analisis, brindados por los proveedores de materias primas.

Como excipientes se seleccionaron materiales facilmente disponibles, de grado farmacéutico y que

no reportaran antecedentes de incompatibilidad con RIF o ISO o estén en formas farmacéuticas
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solidas de RIF e ISO autorizadas para su comercializacidn. Celulosa microcristalina (Avicel® PH 200),
fosfato de calcio dihidrato (Emcompress®), PVP (Kollidon® 90F), almiddn glicolato sédico (Explotab®),
estearato de magnesio y talco, fueron adquiridos en Parafarm®, Argentina. CMCNa fue adquirida en

Fluka® (Suecia) y croscarmelosa sddica (Ac-di-sol®) fue provisto por Biopolymer® (USA).

Para la cubierta entérica se utilizd Eudragit® L30-D55 (Degussa®, Alemania), triacetina (Sigma®,
Alemania) y talco (Parafarm®, Argentina). Para la cubierta adhesiva de alcohol polivinilico, se utilizd

una dispersion acuosa al 20% de Lay-AQ P50204P (Aspirus®, Argentina).

Para los ensayos de disolucion se utilizaron las soluciones de HCI/KCI pH 1,20 y la solucién
reguladora de fosfato pH 6,80 (USP). Ademas de estas soluciones, se utilizd también agua destilada

para los ensayos de disgregacion.

6.3. METODOLOGIA

6.3.1. DEFINICION DE LOS ATRIBUTOS DE CALIDAD DEL PRODUCTO

Las especificaciones de una CDF de RIF e ISO formulada como comprimidos con cubierta compactada
no se encuentran descriptas en la bibliografia de referencia. Para definir los atributos de calidad de
la capa externa de CMC-RIF y el nucleo de ISO, descriptos en la Tabla 6.2, se utilizaron las
especificaciones de la USP 39 para las cdpsulas en CDF de RIF e ISO (21) y las especificaciones de
ensayos de control de calidad de comprimidos de la Farmacopea Argentina (FA) 7Ed (22). El criterio
de muy rapida velocidad de disolucion fue establecido segun la Disposicion ANMAT 6766/16, de
solicitud de bioexenciones para ingredientes farmacéuticos activos (23), que es coherente con el

documento de la Administracion de Alimentos y Farmacos (Food and Drug Administration, FDA) (24).

159



160

Atributo

Laura Carolina Luciani Giacobbe

Tabla 6.2. Definicidn de los atributos de calidad asociados al perfil del producto

Perfil de calidad del producto objetivo

Perfil del producto

objetivo

Atributos criticos de calidad

Criticidad

Forma Comprimido con Liberacion: Asegurar completa
farmacéutica cubierta Capa externa: muy rapida disgregaciony
compactada, velocidad de disolucién de RIF disolucién de RIF en
conteniendo una (Q>85% en 15 min?) el estdbmago e I1SO
capa externa Nucleo: liberacion retardada de en intestino.
formada por CMC- ISO (Q>80% luego de 45 min en
RIF y un nucleo de solucion reguladora pH 6,80 y
ISO. Q<10% luego de 2 h en medio
acido)
Disgregacion®:
Capa externa: <30 min en agua
destilada.
Nucleo: resistir en medio acido
durante 2 hy disgregarse en <30
min en solucién reguladora pH
6,80.
Apariencia Comprimido liso y Friabilidad <1%° Tamaiio y forma de
brillante facil manipulacion
Potencia 300 mg de RIFy 150 Identificacién (positiva)® Asegurar la eficacia
mg de ISO Valoracion (£5%)° del tratamiento.
Uniformidad de peso (CV%<6%)*
Viade Oral Comprimido con cubierta Tamafio y forma de
administracion compactada facil deglucién,
masa < 1 gramo
(ntcleo <300 mg;
capa externa=600
mg)
Estabilidad Mantener la Ausencia de IH en la liberacidén en Reduccidén de la

estabilidad de los
farmacos a lo largo
de su vida util.
Mejorar la

estabilidad de RIF en

medio acido.

medio acido.

degradacion de RIF
en medio 4cido
respecto a la CDF
comercial de
referencia.

a-Disposicion ANMAT 6766/16.
b-Especificacion de la USP 39 para capsulas de RIF e ISO en combinacidn a dosis fija.
c- Métodos generales de analisis, FA 7 Ed.

6.3.2.

ESTABLECIMIENTO DE LOS PARAMETROS CRITICOS DE CONTROL

A los fines de identificar los parametros criticos de control, se realizd una priorizacidn de riesgos y un

analisis de riesgos asociados a la formulacién y al proceso de fabricacion.

La identificacién de los riesgos asociados a la fabricacion de los comprimidos con cubierta

compactada de RIF e ISO incluyd la determinacidon de los factores que inciden en los atributos
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criticos de calidad. Para tal fin, se empled una matriz de ponderacién que contuvo atributos de
calidad y amenazas probables, seleccionadas desde el perfil de calidad del producto objetivo (Tabla
6.2), las caracteristicas de los componentes (Tabla 6.1), el flujo de proceso establecido (Figura 6.2),
estudios de preformulacién, revisidn bibliografica y experiencias de trabajo con productos similares.
La severidad de la amenaza y su probabilidad de ocurrencia fue establecida categdricamente y de
manera arbitraria, entre riesgo leve (1-verde) moderado (3-amarillo) y elevado (9-rojo) (15). El valor
ponderado, el cual determina la criticidad de la materia prima y las etapas del proceso, correspondié
a la sumatoria del producto entre el valor estipulado y el valor de criticidad que previamente se
asigno a cada requerimiento de calidad. Para facilitar la interpretacion visual, se graficaron los datos
en un diagrama de Pareto, el cual evidencia aquellos aspectos criticos cuya mejora tendrd mas

impacto en la calidad del producto final (25).

OBTENCION DEL NUCLEO DE ISO  OBTENCION DEL COMPRIMIDO CON CUBIERTA COMPACTADA
DE RIF E ISO

Materias Operaciones Materias Operaciones Operaciones
Primas Unitarias Basicas Primas | Unitarias Basicas | | Unitarias auxiliares |
‘ ) | Granulos de
% ISO, PVP, etanol ‘ Amasado i CI\/_IC_—RIF Mezclado
: (__*excipientes ) ‘
» - [1. Cargar la matriz con |
Granulaciéon humeda Talcoy estearato Lubricacién la mitad del contenido
de magnesio
| (T BT de la capa externa.
| microcristalinay | Mezclad » 2. Colocar el nucleo
fosfato de calcio ‘ ezclado Compresién sobre el polvo
dihidrato (centrado)
Talcoy estearato Lubricacién 3. Cargar la segunda
de magnesio Envasado mitad de la capa
\externa
Compresion

161

[ Suspensién de
cobertura i
_entérica )

" Suspensién de
cobertura ‘
adhesiva

Recubrimiento
entérico

Recubrimiento
adhesivo

Conservacidn hasta
compresion final

Figura 6.2. Diagrama de flujo de los procesos propuestos para la obtencion del comprimido

con cubierta compactada de RIF e ISO

6.3.3.

DISENO EXPERIMENTAL

Siguiendo la secuencia de operaciones esquematizada en la Figura 6.2, se obtuvieron los

comprimidos con cubierta compactada. En funcion de los parametros criticos mas relevantes
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representados en el diagrama de Pareto, se realizaron una serie de experimentos, siguiendo un
disefio factorial, y se realizaron controles de proceso. La informacidn recabada en cada etapa se
analizd estadisticamente, utilizando el software Design Expert® 10, a los fines de establecer

correlaciones entre variables y respuestas.

Abajo se describen algunos de los principales términos utilizados en el disefio factorial, para su

mejor comprension(20).

Factor: variable de estudio, controlable por el experimentador, sobre la cual se determina la
influencia de una o varias respuestas. Los factores pueden ser cualitativos (por ejemplo, presencia o

ausencia de cobertura) o cuantitativos (por ejemplo, % p/p de un dado excipiente).

Nivel: nimero de valores experimentales que se tendran en cuenta en la realizacion del
experimento, en cada factor. En el tratamiento matematico de los modelos de disefio de
experimento, los factores cuantitativos son tratados como cualitativos y sus niveles son elegidos
equi-espaciados o se codifican. Por ejemplo, si son dos niveles se utilizan los nimeros 1y -1 0 (+) y

(-), para indicar el valor mas alto y mas bajo de la serie.

Matriz de disefo: es el conjunto de puntos experimentales o tratamientos que pueden formarse

considerando todas las posibles combinaciones de los niveles de los factores.

6.3.3.1. EFECTO DE LA GRANULACION HUMEDA DE ISO EN EL FLUJO DE LOS POLVOS

Se realizé la granulacion himeda de ISO, para lo cual se interpuso el principio activo con 6 % p/p de
PVP disuelta en etanol y se agité mecanicamente (100-300 rpm) durante 15 min, hasta obtener una
masa homogénea. La masa fue extruida a través de un tamiz de 600 um. Los granulos obtenidos
fueron secados a 60 °C hasta lograr peso constante y posteriormente tamizados con una malla de

425 um de poro, a los fines de homogeneizar el tamafio de particula.

Con el objetivo de valorar la capacidad de flujo del polvo durante las operaciones farmacotécnicas
fundamentales, se realizé la caracterizacidn reoldgica de los granulos y de la mezcla de estos con los
excipientes. Para ello, se determind el angulo de reposo, la densidad a granel (DG), la densidad
empaquetada (DE), el indice de Carr (IC) y el Cociente de Hausner (CH), tal como se describe en el

Capitulo 2 (seccion 2.3.4.6).
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6.3.3.2. EFECTO DE LA COMPOSICION DEL NUCLEO Y DE LA COBERTURA ENTERICA EN SU
DESEMPENO FARMACOTECNICO Y BIOFARMACEUTICO

Se elaboraron una serie de comprimidos de ISO (nucleos) usando como excipientes celulosa
microcristalina, fosfato de calcio dihidrato y estearato de magnesio, que se caracterizaron mediante
ensayos de dureza, friabilidad, uniformidad de peso, disgregacion en agua y disolucidn en solucién
reguladora de fosfato pH 6,80. Se seleccionaron las formulaciones mas apropiadas para el posterior
desarrollo del comprimido con cubierta compactada, que se sometieron a un proceso de cobertura
entérica y, posteriormente, se aplicd un recubrimiento adhesivo. Los comprimidos de ISO
recubiertos fueron caracterizados con los siguientes ensayos: determinacién de la ganancia y
uniformidad de peso luego de la cobertura, disgregacion en medio acido e intestinal simulado y

disolucién en solucidn reguladora de fosfato pH 6,80.

FORMULACION DE LOS COMPRIMIDOS DE ISO: en un mezclador de doble cono se interpusieron los
granulos de 1SO (150 mg/comprimido), fosfato de calcio dihidrato y celulosa microcristalina en
proporciones definidas a tres niveles (1; 0; -1) (Tabla 6.4), se mezcldé durante 12 min, seguido de 3
min de lubricacién con 1,5% de estearato de magnesio. En total se prepararon tres lotes de mezcla
(50 g) denominados N1, N2 y N3, que se ensayaron por triplicado segun lo definido en la Tabla 6.5.
Cada lote fue evaluado reolégicamente mediante el angulo de reposo, la DG, la DE, el ICy el CH. Los
comprimidos (masa unitaria total 250 mg) se obtuvieron por compresién en comprimidora
monopunzon (Talleres Sanchez, Modelo CS3-GMP), a una fuerza de compactacion aproximada de 20

kN, con punzdén bicéncavo n° 9.

Tabla 6.4. Variables de estudio para la optimizacién de la composicidn del nucleo

Factor Nivel 1 Nivel 0 Nivel -1
Relacidn fosfato de calcio dihidrato: 23,2% (58,1 mg): 17,4% (43,6 mg): 11,6% (29,1 mg):
celulosa microcristalina 11,6% (29,1 mg) 17,4% (43,6 mg) 23,2% (58,1 mg)

Tabla 6.5. Matriz de diseiio experimental para la optimizaciéon de la composicién del nucleo
Relacion fosfato de calcio
dihidrato:celulosa microcristalina

Formulacién Numero de experimento

2 0
N1 3 0
4 0
1 1
N2 8 1
9 1
5 -1
N3 6 -1
7 -1
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RECUBRIMIENTO ENTERICO: La suspensién de recubrimiento entérico, descripta en la Tabla 6.6, se
prepard dispersando talco en agua destilada con ayuda de un ultrahomogeneizador durante 1h.
Luego se afiadio triacetina (plastificante) y Eudragit L30 D55, manteniendo la agitacidon por 10 min
mas. Previo al recubrimiento, los comprimidos fueron sacudidos para eliminar el polvo fino y se
colocaron en una paila (ERWEKA AR 403). Los comprimidos fueron recubiertos bajo las siguientes
condiciones: temperatura de aire de entrada, 60 °C; velocidad de rotacién 120 rpm, tiempo de
recubrimiento 1 hora. Estas condiciones fueron establecidas luego de estudios preliminares en

nuestro laboratorio.

Tabla 6.6. Composicidn de la suspensién utilizada para el recubrimiento entérico

Eudragit L30 D55 84 mL
Triacetina 2,5mL
Talco 125¢
Agua destilada csp 300 mL

RECUBRIMIENTO ADHESIVO: Consecutivamente, los comprimidos se recubrieron con alcohol
polivinilico, que consistid en una dispersion acuosa al 20 % p/v de Lay-AQ P50204P. Para ello se
utilizé un equipo de lecho fluido (CALEVA Mini Coater Drier MCD-110-0CD). El recubrimiento se llevd

a cabo bajo las siguientes condiciones:

e Ajre de entrada: temperatura 60 °C, velocidad 16 m/s;
e Agitacién: 16 Hz;
e velocidad de la bomba: 3,40 rpm;

e Tiempo de recubrimiento 15 min.

Estas condiciones fueron definidas previamente, en estudios preliminares en nuestro laboratorio.

CARACTERIZACION FARMACOTECNICA Y BIOFARMACEUTICA DEL NUCLEO

Los comprimidos de ISO, previo a ser recubiertos, fueron caracterizados mediante las siguientes

técnicas.

Dureza: fue determinada utilizando un durémetro (AVIC, Argentina). Los comprimidos (n=10) fueron
individualmente colocados entre el yunque y el cabezal y se aplicd presion hasta que el comprimido

se quebrara diametralmente.

Friabilidad: Indica la capacidad de la formulacién de soportar estrés mecanico. Se colocaron 6,5 g de

comprimidos exactamente pesados en un friabildmetro (Scout, Argentina) codificado por
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Farmacopea Argentina 7 Ed., a 25 rpm por 4 min. Luego de un total de 100 revoluciones, los
comprimidos fueron sacudidos en un tamiz y re-pesados. La friabilidad se calculé mediante la

siguiente ecuacion:
% Friabilidad = (Masa inicial - Masa final) / Masa final x 100

Uniformidad de peso: Se seleccionaron aleatoriamente 10 comprimidos de cada formulacién y se
pesaron individualmente en una balanza analitica (Mettler Toledo, Alemania). Se determinaron el
promedio y el coeficiente de variacién (CV%) del peso, considerandose aceptable un CV% < 6%,
siempre que el peso de los comprimidos se encuentre en un rango comprendido entre el 85 y el

115% del valor tedrico establecido.

Disgregacion: en un equipo normatizado (Hanson, USA) se realizé el procedimiento codificado por
FA 7 Ed para comprimidos no recubiertos (22) (1000 mL de agua destilada; 37 °C; n=6). Se registro el

tiempo requerido para observar ausencia de particulas palpables en la cesta.

Disolucion: Se llevd a cabo en el aparato 1, a 100 rpm, 37°C. Se utilizé como medio de disoluciéon 900
mL solucidon reguladora de fosfato pH 6,80, para imitar la segunda fase del ensayo de disolucion de
formulaciones de liberacion retardada (FA) (22). Se tomaron muestras de 1,5 mL a intervalos de 5,
15, 30, 45 y 60 min. Las soluciones, adecuadamente diluidas con solucién reguladora, se
cuantificaron mediante espectrofotometria UV (equipo Thermo Scientific Evolution 300) a 261 nm. El
porcentaje acumulativo de I1SO liberada se calculdé basado en una curva de calibracién realizada a
261 nm, E: 3992,5 M*cm™ ( r*: 0,9996; entre 4,17. 10° y 20,87.10° M). Los perfiles de disolucién se

compararon mediante la ecuacion del factor de similitud (f2) (26).

Luego del recubrimiento entérico, los comprimidos fueron sometidos a observacion visual, a los
fines de identificar signos de erosion, grietas, bordes gastados o cualquier indicio de falla en el
recubrimiento. Se determind la uniformidad y la ganancia de peso. Esta ultima fue indicativa de la
eficiencia de la cobertura. Ademas se determind el tiempo de disgregacion, tal como se detalla
abajo. La disolucién in vitro se realizd en las mismas condiciones de los comprimidos de I1SO no

recubiertos.

Ganancia de peso: Se seleccionaron aleatoriamente 10 comprimidos recubiertos y se pesaron
individualmente en una balanza analitica (Mettler Toledo, Alemania). Se determind el promedio de
peso de éstos comprimidos, y se le resté el promedio de peso de los comprimidos no recubiertos. El
resultado se expresd como el porcentaje de incremento de masa luego del recubrimiento. En

general se considera aceptable un incremento de masa del 2-3%.
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Disgregacion: en un equipo normatizado (Hanson, USA) se realizd el procedimiento codificado por
FA 7 Ed para comprimidos con cubierta entérica (22). En un dispositivo con una base cribada, se
colocaron 6 comprimidos de I1SO recubiertos, que se sometieron a ciclos de agitacion durante 2h en
1000 mL de solucién HCI/KCIl de pH 1,20 (37 °C). Luego de este tiempo se extrajeron los comprimidos
y se los inspeccioné visualmente, a los fines de detectar ausencia de signos de disgregacion,
resquebrajamiento o ablandamiento. Luego, los mismos comprimidos se sometieron a ciclos de
agitaciéon en 1000 mL de solucion reguladora de fosfato pH 6,80 (37 °C) y se registré el tiempo

requerido para observar ausencia de particulas palpables en la base cribada.

Para todos los ensayos, los criterios de aceptacion fueron los establecidos por FA 7 Ed (22). Cuando

corresponde, los resultados se informaron como el promedio + la desviacidn estandar.

6.3.3.3. EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA CAPA EXTERNA EN EL DESEMPENO
FARMACOTECNICO Y BIOFARMACEUTICO DE LOS COMPRIMIDOS CON CUBIERTA
COMPACTADA

En un mezclador de doble cono, se adiciond6 CMC-RIF (300 mg RIF/comprimido) y celulosa

microcristalina, CMCNa, almiddn glicolato sédico, croscarmelosa sédica en proporciones definidas a

dos niveles (1; -1) (Tabla 6.7), que se mezclaron durante 12 min, seguido de 3 min de lubricacién con

1,8% de estearato de magnesio y 0,9% de talco. En total se prepararon cinco lotes de mezcla (masa

total 11,20- 12 g), denominados CE1 al CE5, tal como se resume en la Tabla 6.8. La masa final de la

capa externa fue de 560-600 mg/comprimido.

Para la obtencidon de los comprimidos con cubierta compactada, la comprimidora monopunzoén
(Talleres Sanchez, Modelo CS3-GMP) se equipd con un punzdén bicdncavo de 15 mm de didmetro.
Primero se llend manualmente la matriz con una mitad del contenido de la capa externa. Luego se
colocé el nucleo sobre el polvo asegurandose que su posicién esté centrada y paralela al punzon.
Posteriormente, la segunda mitad de la capa externa se afiadié cuidadosamente y se activd un ciclo

de compresidn, con una fuerza de compactacion aproximada de 100 KN (Figura 3).
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Figura 6.3. Etapas de la compresidn de la capa externa, en la elaboracién del comprimido con
cubierta compactada de RIF e ISO.

Tabla 6.7. Variables de estudio para la optimizacion de la composicidn de la capa externa

Factores Nivel 1 Nivel -1
Celulosa microcristalina 28% 17%
CMCNa 5% 0%
croscarmelosa sddica 5% 0%
almidon glicolato sédico 5% 0%

Tabla 6.8. Matriz de disefio experimental para la optimizacién de la capa externa

- Numero de Celulosa Croscarmelosa Almidon
Formulacién : . o CMCNa o : o
experimento microcristalina sddica glicolato sédico
CEl 1 -1 -1 -1 -1
CE2 2 -1 1 -1 -1
CE3 3 1 -1 1 -1
CE4 4 -1 -1 -1
CE5 5 -1 -1 -1 1

CARACTERIZACION FARMACOTECNICA Y BIOFARMACEUTICA DEL COMPRIMIDO CON CUBIERTA
COMPACTADA DE RIF E ISO

Los comprimidos con cubierta compactada se sometieron a los siguientes ensayos:
Dureza: se determiné utilizando un durémetro (AVIC, Argentina), n=10.

Disgregacion: fue evaluada mediante el procedimiento codificado por FA 7 Ed para comprimidos con
cubierta entérica (22). En un dispositivo con una base cribada, se colocaron 6 comprimidos con
cubierta compactada, que se sometieron a ciclos de agitacion durante 2 h en 1000 mL de solucién
HCI/KCl de pH 1,20 (37°C). Luego de este tiempo se extrajeron los nucleos y se los inspecciond

visualmente, a los fines de detectar ausencia de signos de disgregacion, resquebrajamiento o
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ablandamiento. Luego, los nucleos se sometieron a ciclos de agitacién en 1000 mL de solucion
reguladora de fosfato pH 6,80 (37 °C). Se registréo el tiempo requerido para observar completa
disgregacion de la capa externa en medio acido vy el tiempo en el que se observd ausencia de

particulas palpables del nicleo en la base cribada, a pH 6,80.

Disolucién: se utilizo el aparato 1 a 100 rpm y 37 °C, n=6, conteniendo 900 mL de solucién HCI/KCI pH
1,20. Alos 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75, 90 y 120 minutos de ensayo se tomaron muestras de 15 mL
utilizando canulas filtrantes. A los fines de saturar el filtro, se descartaron los primeros 10 mL (que
fueron devueltos al vaso) y se repusieron 5 mL con medio fresco. A cada muestra extraida (5 mL) se
le agregd 500 pL de la solucién de acido ascorbico y se llevd a volumen final de 10 mL con solucidn
reguladora de fosfato 0,27 M, pH=7,6. Estas soluciones se agregaron para evitar la degradacion
oxidativa y la hidrodlisis acida de RIF (pH final alcanzado 6,61+0,07). Las muestras fueron
inmediatamente cuantificadas mediante el método de HPLC indicativo de estabilidad, validado en el
Capitulo 4. Se utilizé6 como parametro de desempefio la cantidad porcentual de RIF disuelta a los 15
min, considerandose aceptable concentraciones > 85%. A los fines de evaluar la estabilidad de RIF y

el desempefio del nucleo de ISO en este medio, se continud el ensayo durante 2 h.

6.3.3.4. EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA CAPA EXTERNA Y DE LA COBERTURA
ADHESIVA EN LA FRIABILIDAD DE LOS COMPRIMIDOS CON CUBIERTA
COMPACTADA

Se llevd a cabo el experimento descripto en el punto anterior, con pequefias modificaciones. En este
caso adiciond en un mezclador de doble cono, CMC-RIF (300 mg RIF/comprimido) y celulosa
microcristalina en una proporcion fija (28% p/p). Ademas se agregd CMCNa, almiddn glicolato sédico
o croscarmelosa sddica en proporciones definidas a dos niveles (1; -1) (Tabla 6.9), que se mezclaron
durante 12 min, seguido de 3 min de lubricacién con 1,8% de estearato de magnesio y 0,9% de talco.
En total se prepararon seis lotes de mezcla (masa total 11,20- 12 g), denominados CE6 al CE11, tal
como se resume en la Tabla 6.10. La masa final de la capa externa fue de 560-600 mg/comprimido.
Ademas de tener en cuenta la composicion de la capa externa, se agregd como factor la cobertura

adhesiva de alcohol polivinilico a dos niveles (presencia; ausencia).



Tesis Doctoral
Capitulo 6

Tabla 6.9. Variables de estudio para la evaluacion del efecto de la composicidn de la capa externay
de la cobertura adhesiva en la friabilidad de los comprimidos con cubierta compactada

Factores Nivel 1 Nivel -1
CMCNa 5% 0%
Croscarmelosa sdédica 5% 0%
Almidoén glicolato sédico 5% 0%

Cobertura adhesiva Presente Ausente

Tabla 6.10. Matriz de disefio experimental para la evaluacidn del efecto de la composicion de la
capa externa y de la cobertura adhesiva en la friabilidad de los comprimidos con cubierta

compactada
Formulacion Numero de Croscarmelosa Almidon Cobertura
experimento CVENa sodica glicolato sédico adhesiva
CE6 1 -1 -1 -1 -1
CE7 2 1 -1 -1 1
CE8 3 -1 1 -1 -1
CE9 4 -1 -1 1
CE10 5 -1 1 -1
CE11 6 -1 -1 1

Los comprimidos con cubierta compactada obtenidos fueron sometidos al ensayo de friabilidad

(n=10/lote).

6.3.3.5.  EFECTO DE LA FUERZA DE COMPRESION FINAL Y LA COMPOSICION DEL NUCLEO
EN SU DESEMPENO BIOFARMACEUTICO

El proceso de compresidn de la capa externa es un pardmetro critico prioritario, en consecuencia, el

establecimiento de la fuerza de compresién es fundamental. Respecto a este punto, la comprimidora

disponible no permite registrar la fuerza de compresién y los valores brindados por el monitor del

equipo son orientativos. Sin embargo, se conoce que la dureza alcanzada por el comprimido es

representativa de la fuerza de compresién generada.

En este contexto, se obtuvieron comprimidos de ISO con proporciones variables de fosfato de calcio
dihidrato y celulosa microcristalina, definidas a dos niveles (1;-1). Estos comprimidos fueron
sometidos a procesos de cobertura entérica y adhesiva. Finalmente, la capa externa fue compactada
con distinta fuerza de compresidn, de manera que se establecieron dos grupos de dureza (15 y 30
kg/cm?). A partir de los datos recabados, se planted un disefio experimental del tipo 22, dos factores

a dos niveles, para determinar la influencia de la dureza y la composicion del ntcleo en la velocidad
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de disolucidn de ISO. Las variables de estudio se describen en la Tabla 6.11 y la matriz experimental

se resume en la Tabla 6.12.

Tabla 6.11. Variables de estudio para la evaluacién del efecto de la dureza y la composicion del
nucleo en su disolucién, luego de la compactaciéon de la capa externa

Factores Nivel 1 Nivel -1
Relacién fosfato de calcio 23,2% (58,1 mg): 11,6% (29,1  11,6% (29,1 mg): 23,2% (58,1
dihidrato:celulosa me) me)
microcristalina & &
Dureza (kg/cm?) 30 15

Tabla 6.12. Matriz de disefio experimental para la evaluacién del efecto de la durezay la
composicidn del ndcleo en su disolucidn, luego de la compactacién de la capa externa

- Numero de Relacion fosfato de calcio dihidrato:celulosa
Formulacion . . : . Dureza
experimento microcristalina
2 1 -1
3 -1 -1
N3
4 -1 1

Los comprimidos con cubierta compactada fueron sometidos a un ensayo de disolucidn secuencial,
tal como se describe en el ensayo de disolucién para formas farmacéuticas solidas de liberacién
retardada (FA, Método Il) (22). Para ello se utilizo el aparato 1 a 100 rpm y 37°C, n=6. En la atapa
acida los comprimidos se mantuvieron durante 2 h en 900 mL de solucién HCI/KCI pH 1,20.
Finalizado ese tiempo, se retiraron las cestas conteniendo los nucleos recubiertos y se cambié el
medio de disolucidon de los vasos, por 900 mL de solucién reguladora de fosfato, pH 6,80 (etapa
intestinal). El ensayo se continud por 45 min mas, cuando se tomaron muestras (5 mL), que se
cuantificaron mediante el método de HPLC indicativo de estabilidad, validado en el capitulo 3. Se
considerd como parametro de desempeiio aceptable, una cantidad de ISO disuelta > 80% a los 45

min de ensayo.

6.4. RESULTADOS

El establecimiento de rangos de aceptacion probados para un pardmetro de proceso representa el
area de conocimiento del proceso y delimita la region entre el maximo y el minimo valor en el cual
un producto de calidad predeterminada es producido consistentemente. En esta etapa de
desarrollo, el conocimiento adquirido permitié construir un flujo de proceso con variables

predefinidas que aseguraron la calidad del producto final.
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6.4.1. ESTABLECIMIENTO DE LOS PARAMETROS CRITICOS DE CONTROL

Los atributos criticos de calidad y su ponderacidn asignados se describen en la Tabla 6.13.

Tabla 6.13. Atributos criticos de calidad y su ponderacién para los comprimidos con cubierta
compactada

1 1 1

.. . ., . ., Uniformidad .
Peso Dimensiones Dureza Friabilidad | Disgregacion | Disolucion . Estabilidad
de contenido

La matriz de ponderacién de las variables de composicidn de la formulacidn en el analisis preliminar

del riesgo se representa en la Tabla 6.14.

La ponderacién del riesgo se calculd con la siguiente ecuacidn:

i=n
Ponderacion del riesgo = Z(A X B);
i=1
Donde A es el valor asignado a cada atributo critico de calidad y B es el valor asignado al grado de
impacto que tiene un componente (o etapa del proceso) en un atributo critico de calidad

determinado.
Por ejemplo, para el caso de la ponderacién del riesgo del uso de PVP en la formulacién se calculé:

Ponderacion del riesgo
=AxD+Ax1D+A%x3)+OxD+O%x3)+(9O9x1)+(9%x1)+(3x1)=62

El resultado de la ponderacidn se graficé en el diagrama de Pareto (Figura 6.4).

El mismo procedimiento fue aplicado a las variables de proceso en el desarrollo de los comprimidos
con cubierta compactada, y se describe en la Tabla 6.15. La ponderacién encontrada se graficé en la

Figura 6.5.
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Tabla 6.14. Analisis preliminar de riesgo para identificar las variables de composicién de la

formulacién que afectan la calidad del comprimido con cubierta compactada.

Componentes

1

[uny

1

Peso

Dimensiones

Dureza

Friabilidad

Disgregacion

Disolucién

Uniformidad

de contenido

3
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Ponderacion del
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Nducleo
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Figura 6.4. Diagrama de Pareto para las variables de composicion de los comprimidos con
cubierta compactada. N: nucleo; CE: capa externa. Con la letra A se distinguen las variables que
abarcan el 75% de incidencia en el riesgo.
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Tabla 6.15. Andlisis preliminar de riesgo para identificar las variables de proceso que afectan la
calidad del comprimido con cubierta compactada.

1 [ 1 [ 1 [NoNNoNNeNieN 3
% c © O
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Figura 6.5. Diagrama de Pareto para las variables de proceso de los comprimidos con cubierta
compactada. N: nucleo; CE: capa externa. Con la letra A se distinguen las variables que abarcan el
75% de incidencia en el riesgo.

El diagrama de Pareto divide los parametros en tres grupos, segun la incidencia del riesgo. Asi se

tiene el grupo A, que representa el 75-80% del riesgo; el grupo B, que representa el 15-20% de
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riesgo restante; y el grupo C, que representa tan solo al 5% de riesgo. A los fines de concentrar los
esfuerzos en las variables que presenten mayor riesgo, se consideraron como parametros criticos

aquellas variables contenidas en el grupo A.

De hecho, la suspension de cobertura (entérica y adhesiva) y CMC-RIF tienen un alto impacto en la
calidad de la formulaciéon (18,3 y 15,5% de incidencia de riesgo). Respecto a las variables de proceso,
la compresién final y el recubrimiento entérico son los parametros criticos que presentan mayor
influencia en los atributos criticos de calidad, abarcando el 43,7% del riesgo detectado. La cobertura
adhesiva, aunque presenté menor impacto en el riesgo, también fue considerada critica ya que esta
estrechamente vinculada con la cubierta entérica. La compresién del nicleo y la granulacidon
humeda de I1SO son operaciones criticas de menor riesgo que también se tuvieron en cuenta en el

disefio experimental.

Los parametros criticos seleccionados fueron evaluados en cuanto a la influencia en la variacién de
los componentes y de los pardmetros de proceso, respecto de la obtencién de un producto de

calidad aceptable.

Parametros como el mezclado no resultaron criticos por la alta proporcidon de principio activo
respecto a la de los excipientes y a que se tiene experiencia en lograr un mezclado homogéneo con
el equipamiento disponible. De la misma manera, la lubricacién con talco o estearato de magnesio
en proporciones del 0,5 al 2,0% no han mostrado inconvenientes en la disgregacién o disolucién de

RIF 0 ISO en experimentos previos.

6.4.2. EFECTO DE LA GRANULACION HUMEDA DE ISO EN EL FLUJO DE LOS POLVOS

En la Tabla 6.16 se resumen los resultados de la caracterizacién reolégica de los granulos de ISO y de
las mezclas de éstos en las formulaciones (N1, N2 y N3). Para los granulos de ISO, el angulo de
reposo, indicativo de su grado de fluidez, clasific6 como muy bueno, y el CH y el IC, indicativos del

flujo y la compresibilidad del material respectivamente, fueron buenos.

Tabla 6.16: Propiedades reoldgicas de los granulos de ISO y los polvos de composicién N1 ,N2 y N3.

Granulos de ISO 32+1 0,392+0,006  0,47+0,02 2044 1,200+0,04
N1 27+2 0,47+0,02  0,562+0,007 2044 1,200+0,04
N2 28+1 0,450+0,002 0,530+0,002 17,62+0,07 1,1762+0,0007
N3 26%2 0,472+0,003 0,556+0,003 17,64+0,05 1,1764+0,0005

Las formulaciones N1, N2 y N3 mejoraron significativamente el flujo de los granulos, ya que

presentaron un angulo de reposo que clasific6 como excelente. Dicha mejora fue consecuencia



Tesis Doctoral

Capitulo 6

principalmente por el agregado de celulosa microcristalina, que por su tamafio de particula y
morfologia esférica, otorga buen flujo a las mezclas. Respecto al CH y al IC, la formulacion N1 no
mostré mejorias en relacién a los valores de los granulos, mientras que las formulaciones N2 y N3
presentaron un IC y un CH que clasificaron como muy buenos. De todas maneras, el flujo de las tres
formulaciones es satisfactorio para la elaboracién de comprimidos, ya que aseguraria un adecuado

llenado de la matriz y una buena uniformidad de contenido.

6.4.3. EFECTO DE LA COMPOSICION DEL NUCLEO EN SU DESEMPENO
FARMACOTECNICO Y BIOFARMACEUTICO

Los nucleos obtenidos segun el proceso definido en la Figura 6.2, fueron de aspecto liso y brillante,

sin indicios de laminacidn, adhesion o bordes irregulares (Figura 6.6).

Figura 6.6. Comprimidos de I1SO (nucleos) obtenidos de la formulacidon N3.

Se conoce que la produccién de comprimidos requiere el descarte de los comprimidos iniciales y
finales. Esto se relaciona, en primer lugar, con el ajuste del peso y, en segundo lugar, con la
reduccidn de densidad en el polvo en la tolva al final de la compresién. Mientras mayor es el lote,

menor es el impacto (en % de masa) de ese descarte.

En esta etapa, el rendimiento del proceso de compresién fue bajo (entre 48 y 54%, segun el lote), ya
gue a escala experimental, la puesta a punto del proceso de compresién tuvo mayor influencia en el

rendimiento. Sin embargo, a gran escala se reduciria este problema.
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Figura 6.7. Grdafico de un factor de la relacion de fosfato de calcio dihidrato:celulosa
microcristalina (FCD:CM) en el efecto la (A) uniformidad de peso; (B) dureza; (C) friabilidad; (D)
disgregacion y (E) disolucion de los nucleos de ISO; obtenido con el software DesignExpert® 10. El
nivel 1 corresponde a la formulacién N2; el nivel 0 corresponde a la formulacién N1 y el nivel -1
corresponde la formulacidn N3. La linea celeste representa el intervalo de confianza > 95%.

Como lo indica la Figura 6.7, los comprimidos fueron de peso uniforme, ya que para todas las
relaciones de fosfato de calcio dihidrato:celulosa microcristalina el CV% fue menor al 5 %. La dureza
de cada lote de comprimidos fue variable, especialmente para la formulacién N2. Sin embargo,

todos los lotes presentaron buena resistencia mecdnica (friabilidad < 1%).

La disgregacion, en todos los casos, fue menor a 10 min. Dado que I1SO es un farmaco hidrofilico y de
alta solubilidad (clase I/11l en el sistema de clasificacién biofarmacéutico), el tiempo de disgregacion
deberia correlacionarse con la velocidad de disolucidn. De hecho, Chandira et al (2012) observé que
comprimidos de ISO asociados a etambutol se disgregaron en menos de 10 min, obteniéndose una

liberacion completa de I1SO a los 45 min (27).

La evaluacidn de la disolucién de los comprimidos previa al proceso de cobertura, necesaria para
establecer la adecuada liberacidon del principio activo en medio intestinal, mostré que las tres

formulaciones se ajustan a un sistema de liberacién inmediata y superan el porcentaje acumulado de
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ISO establecido por FA 7Ed (80% a los 45 min) (22), alcanzando N1, N2 y N3 valores de 106, 105 y
104 % del contenido nominal al cabo de 45 min, respectivamente. Sin embargo, las formulaciones
muestran un perfil de disolucién que no se correlaciona con la cantidad de desintegrante
incorporado (Figura 6.8). De hecho, la formulacion N3, que presenté mayor proporcion de celulosa
microcristalina, tiene un perfil similar a N2 (f2= 68), la cual contuvo la menor proporcién de celulosa

microcristalina de la serie.

100
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% liberacion de ISO acumulativa

Figura 6.8. Perfiles de disolucion de los nucleos de I1SO en solucién reguladora pH 6,80, previo
al recubrimiento entérico.

Dado que los pardmetros evaluados muestran que las tres composiciones llevan a un desempefio

adecuado del nucleo previo a su recubrimiento, se seleccionaron para proseguir N2 y N3.

N2 se selecciond por su menor contenido de celulosa microcristalina, el cual es sensible a elevados
niveles de humedad. Comprimidos con alto contenido de este excipiente corren el riesgo de erosidn,

lo que conllevaria a la pérdida de su calidad.

N3 se selecciond por su menor contenido de fosfato de calcio dihidrato. De hecho, se ha descripto
que formulaciones con menor proporcién de este excipiente son menos sensibles ante pequeros
aumentos de la fuerza de compactacién, por el contrario, mantienen bajos tiempos de
desintegracion y rapida velocidad de disolucidn (10). Esta consideracién es importante, teniendo en

cuenta el sometimiento de los nucleos a un doble proceso de compresién.
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6.4.4. EFECTO DE LA COBERTURA ENTERICA EN EL DESEMPENO FARMACOTECNICO Y
BIOFARMACEUTICO DE LOS NUCLEOS

El proceso de cobertura entérica es una variable critica de proceso, ya que requiere del ajuste de un
conjunto de condiciones para su adecuada operacidon y es una etapa crucial para la correcta
funcionalidad del nucleo. El establecimiento de acciones de control y sus limites es fundamental.
Una ganancia de peso entre 2-3% (3), la uniformidad de peso con CV <6%, la adecuada disgregacion
del comprimido y posterior disolucién de ISO serian indicativos de un adecuado desempefio de los

comprimidos recubiertos.

La Tabla 6.17 muestra los parametros de cobertura para los comprimidos de I1SO. Los comprimidos
fueron recubiertos uniformemente (CV < 2,7%) y la ganancia de peso fue superior a la recomendada
en bibliografia. La cobertura fue apropiada, ya que no se observaron bordes gastados ni ruptura,

erosién o grietas en la superficie de los comprimidos.

En el ensayo de disgregacion en medio acido, ambas formulaciones permanecieron sin indicios de
ruptura de la cubierta o penetracién de liquido, al cabo de 2 h. En medio intestinal simulado, la
formulacion N2 se disgregd en 10,5 min y la N3 en 2,0 min. Esta diferencia puede ser explicada por
la mayor ganancia de peso en N2, lo que indica la formaciéon de una cubierta mas gruesa, que
requiere mas tiempo para disolverse y permitir la disgregacidn. Este ensayo, por su simplicidad y la

rapidez en la obtencién de resultados, se utiliz6 como control en proceso para seleccionar los lotes

aceptables.
Tabla 6.17. Resultados del proceso de cobertura entérica
N2 9,5% (0,264+0,007) g 2,7%
N3 7,1% (0,270+0,006) g 2,2%

La Figura 6.9 muestra los perfiles de disolucion de N2 y N3 recubiertos. Ambas formulaciones
presentan un pequefio retraso en la disolucién (lag-time), de 10-15 min, caracteristico de formas
farmacéuticas sdlidas con cubierta entérica o cdpsulas. Sin embargo, ese retraso no afecta al
cumplimiento, ya que N2 y N3 alcanzaron 93 y 99 % del contenido nominal al cabo de 45 min,
respectivamente. Complementariamente, su perfil de disoluciéon es similar (f2=53), por lo que ambos

pueden ser usados como nucleo, y se espera que su desempefio sea semejante.
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Figura 6.9. Perfiles de disolucion de los nucleos N2 y N3 recubiertos entéricamente, en
solucion reguladora de pH 6,80.

Los comprimidos de N2 y N3 se recubrieron posteriormente con alcohol polivinilico. Este paso fue
necesario porque la pelicula de Eudragit L30 D55 no se adhiere a otros excipientes. En las
condiciones preestablecidas, se obtuvieron pequeiios lotes (10-15 comprimidos) recubiertos
uniformemente, sin indicio de adhesion, ruptura o erosidon y con un incremento de peso entre 3y
5%. Ya que el alcohol polivinilico se disuelve rdpidamente, no es critica la evaluacién de la disolucién

de los comprimidos luego del recubrimiento adhesivo.

En una etapa posterior, se podria desarrollar una dispersidon de cobertura entérica que aumente la

adherencia con la capa externa sin afectar la resistencia de la pelicula al medio acido.

6.4.5. EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA CAPA EXTERNA EN EL DESEMPENO
FARMACOTECNICO Y BIOFARMACEUTICO DE LOS COMPRIMIDOS CON CUBIERTA
COMPACTADA

Los comprimidos con cubierta compactada mostraron un aspecto liso y brillante, sin indicios de
laminacion, adhesidon o bordes irregulares (Figura 6.10). Se elaboraron cinco lotes de 15-20

unidades (Tabla 6.8). En este caso, el rendimiento fue cercano al 80% debido a que la compresién

fue manual y no fue necesario el ajuste del peso.

179



180 | Laura Carolina Luciani Giacobbe

Figura 6.10. Comprimidos con cubierta compactada de RIF e ISO.

El disefio experimental planteado, aunque no permitié observar una correlacién completa de los

datos, aportd informacién cualitativa.
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Figura 6.11. Efecto de la composicion de la capa externa en (A) dureza, (B) tiempo de disgregacién
en agua destilada, (C) disolucién de RIF en solucién de HCI/KCI, pH 1,20, a los 15 min.

La dureza de las capas externas fue variable y no se correlaciond con la modificacién en las

proporciones de los excipientes (Figura 6.11A).

El tiempo de disgregacidn en agua destilada de las capas externas ensayadas (Figura 6.11B) estuvo
dentro de las especificaciones de FA. Formulaciones conteniendo celulosa microcristalina,
croscarmelosa sddica o almiddén glicolato sédico mostraron muy rdpida velocidad de disgregacion,
siendo esta menor a 2 min. Por otra parte, la presencia de CMCNa en la capa externa aumenté

significativamente el tiempo de disgregacion, a 16,5 min.
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La velocidad de disolucién de RIF (Figura 6.11C) estuvo directamente relacionada a la composicion
de la capa externa. La CMCNa disminuyé apreciablemente la velocidad de disolucién de RIF, lo cual
estd relacionado con la capacidad de este excipiente para aglutinar y formar capa gel. Por otra
parte, la celulosa microcristalina, sola o junto con croscarmelosa sédica o almidén glicolato sddico,
en baja o alta proporcion, produjeron muy rdpida velocidad de liberacion de RIF, alcanzando valores
entre el 89-95% de RIF al cabo de 15 min. Estos valores fueron similares a los observados para la

disolucién de la matriz de CMC-RIF sola, informados en el Capitulo 2.

El seguimiento de la disolucién durante 2 h permitié corroborar ausencia de ISO, lo que indicé que el
nucleo no perdié funcionalidad tras la segunda compresién. En consecuencia, tampoco se observa la
formacion de IH. En la Figura 6.12 se representan la concentracién porcentual de RIF remanente y
los niveles de 3FRSV formados al cabo de 2 h de disolucidon en medio acido. En todos los ensayos la
degradacion de RIF fue similar, formandose similares niveles de 3FRSV, incluso comparado contra
matrices de CMC-RIF solo, considerado control. Esto da clara evidencia de la compatibilidad de los

excipientes seleccionados, ya que no aportan a la degradacién de RIF.
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Figura 6.12. Concentracion porcentual de RIF y 3FRSV en solucidn reguladora de pH 1,20 al cabo
de 2 h de ensayo, determinada por HPLC. El 100% de la masa se considera como la suma de los
moles remanentes de RIF mas los moles formados de 3FRSV.

6.4.6. EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA CAPA EXTERNA Y LA COBERTURA DE
ALCOHOL POLIVINILICO EN LA FRIABILIDAD DE LOS COMPRIMIDOS CON
CUBIERTA COMPACTADA

En los comprimidos con cubierta compactada, la laminacion y la elevada friabilidad son un problema
comun porque la cohesion entre las dos mitades de la capa externa ocurre en un area reducida y a

su vez, es frecuente la baja adhesiéon de los materiales de la capa externa y del nucleo. En
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consecuencia, la formulacion seleccionada debe tener una composicidon tal que asegure una

adecuada friabilidad.

Tal como se observa en la Figura 6.13, la friabilidad de los comprimidos con cubierta compactada
estuvo directamente relacionada con la presencia o ausencia de la cobertura adhesiva de alcohol
polivinilico y no tuvo relacidn con los excipientes seleccionados para la capa externa. Por lo tanto,

para asegurar la baja friabilidad, la cobertura de alcohol polivinilico es indispensable.
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Figura 6.13. Grafico de un factor para evaluar el efecto de la composicién de la capa externay
la cobertura adhesiva en la friabilidad, obtenido con el software DesignExpert® 10. La linea
celeste representa el intervalo de confianza > 95%.

6.4.7. EFECTO DE LA FUERZA DE COMPRESION FINAL Y LA COMPOSICION DEL NUCLEO
EN SU DESEMPENO BIOFARMACEUTICO

Luego de la segunda compactacién, los nucleos no mostraron evidencia de ruptura de la cobertura

entérica ya que se mantuvieron intactos por 2 h en medio acido y se disolvieron apropiadamente en

medio intestinal simulado.

A partir del grafico de superposicion de factores (Figura 6.14) puede observarse que la velocidad de
disolucién de 1SO no estuvo influenciada significativamente por la composicion del nicleo. Por otro
lado, la dureza del nucleo, medida indirecta de la fuerza de compresion generada, estuvo

directamente relacionada a la velocidad de disolucién de 1SO (R*=0,986).
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Figura 6.14. Grafico de superposicidon de factores para evaluar el efecto de la relacion de fosfato
de calcio dihidrato:celulosa microcristalina y la dureza de los nucleos luego de la segunda
compresion, en la velocidad de disolucion de ISO. La regién amarilla indica las condiciones en las
cuales la formulacion cumple con el criterio de disolucion (Qas min>80%).

Las variables dureza y relacién de fosfato de calcio dihidrato:celulosa microcristalina ajustaron a un

modelo factorial, con la siguiente ecuacién:

% ISO,45 = 117 + 7 x [Relacién FCD: CM] — 1,77 x [D] — 0, 3[Relacién FCD: CM x D]

Donde % ISO0ss es el porcentaje de ISO disuelto a los 45 minutos de ensayo, en solucion reguladora
de pH 6,80; [Relacion FCD:CM] es la relacion porcentual de fosfato de calcio dihidrato y celulosa

microcristalina en el nucleo y [D] es la dureza del nucleo, luego de la compresidn de la capa externa.

Para lograr comprimidos de velocidad de disolucidn aceptable, es necesario que la dureza alcanzada

sea menor a 20 kg/cm?, en cualquier rango de composicién estudiado.

Esta correlacion también es observada por Lin et al (2001), que afirmd que la velocidad de liberacion
del nucleo esta regida por la fuerza de compactacion aplicada a la capa externa (28). En vista de que
el adecuado desempefio biofarmacéutico del nicleo es fundamental para la eficacia del tratamiento,
es que se confirma que la fuerza de compresién es un parametro critico de control prioritario, que

debe ser controlado en el escalado de la formulacion.

Luego de evaluar los parametros criticos del proceso y la composicion, se definid el siguiente
diagrama de flujo (Figura 6.15), que contempla los controles de proceso necesarios para asegurar la

calidad del producto en cada etapa.
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Figura 6.15. Diagrama de flujo de procesos en la elaboracién del comprimido con cubierta

compactada de RIF e ISO.
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6.5. DISCUSION

La evaluacion de las variables criticas de proceso permitié adquirir un conocimiento profundo acerca

del producto y su proceso de manufactura.

El sistema multiunitario desarrollado presentd un peso final de 870 mg aproximadamente y sus
dimensiones fueron aceptables. La capa externa compuesta por celulosa microcristalina,
croscarmelosa sddica o almiddn glicolato sddico, presenté muy rapida velocidad de disolucién. Por
ello, se espera que la biodisponibilidad oral de RIF en este sistema sea similar a la de las matrices de
CMC-RIF. Adicionalmente, se logré obtener nucleos de liberacién inmediata a pH intestinal, por lo
que se estima que la biodisponibilidad de ISO deberia estar mejorada respecto a las matrices de AA-

ISO-Na.

En los comprimidos con cubierta compactada la estabilidad de RIF estd maximizada, ya que ISO no se
libera en medio acido. Esto fue también observado por Gohel et al (2007) (29), quien desarrollé una
formulaciéon en CDF conteniendo comprimidos gastroretentivos de RIF (de liberacién sostenida en
estébmago) y una capsula recubierta entéricamente de I1SO. A diferencia de éste desarrollo, la muy
rapida velocidad de disolucién de RIF en CMC-RIF aseguraria alta disponibilidad de RIF en el sitio de
absorcion. En consecuencia de la alta absorcion de RIF, se produce la saturacidn de los canales de
eflujo de la Glicoproteina-P, lo que conllevaria a una mayor biodisponibilidad oral respecto de un

comprimido de liberacién sostenida.

El escalado y comercializacion de comprimidos con cubierta compactada es ampliamente factible.
De hecho, la industria local Vent3® tiene esta tecnologia en el mercado, con un comprimido de
Aspirina+Vitamina C. A nivel internacional, la formulacién en CDF de
RIF+ISO+Etambutol+pirazinamida Xeed® y numerosos desarrollos farmacéuticos tales como
comprimidos de liberacidn coldnica conteniendo flurbiprofeno (30), ketorolaco (31), y comprimidos
gastroretentivos de ofloxacino (32), entre otros, son formulaciones optimizadas que cuentan con la

tecnologia de los comprimidos con cubierta compactada.

Si se tiene en cuenta la gran demanda de medicamentos antituberculosos a nivel mundial, y que el
desarrollo de una formulacién de liberacién segregada de RIF e ISO tiene alto impacto en el
tratamiento de la tuberculosis, y en consecuencia, tiene gran influencia en la morbi-mortalidad de
los pacientes, la adquisicion de una comprimidora rotatoria adaptada para este tipo de formulacion

es una inversion interesante para la industria.
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Finalmente, es importante destacar que el desarrollo de la capa externa de RIF no solo es util para el
desarrollo de comprimidos de cubierta compactada, sino también para formulaciones optimizadas

de RIF, de muy rapida velocidad de disolucién.

6.6. CONCLUSIONES

Se obtuvieron comprimidos con cubierta compactada de RIF e ISO de liberacién secuencial y sitio-
especifica y estabilidad incrementada a partir de la tecnologia disponible. Se identificaron los
parametros criticos del proceso y, mediante el analisis estadistico retrospectivo, se han realizado
correlaciones entre las variables del proceso o producto y los atributos criticos, estableciéndose
condiciones de ensayo, sin necesidad de llevar a cabo un disefio experimental completo, el cual esta

asociado a una bateria de ensayos.

El proceso de recubrimiento entérico y la fuerza de compresion final fueron identificados como los
principales parametros criticos para cumplir con los objetivos establecidos en el perfil de calidad del
producto objetivo. Los comprimidos con cubierta compactada se pueden preparar con nucleos de
ISO utilizando fosfato de calcio dihidrato y celulosa microcristalina en diferentes proporciones y
recubierto entéricamente hasta una ganancia de peso del 7,1 al 9,5%, seguida por una indispensable
cobertura adhesiva con alcohol polivinilico (ganancia de peso del 3-5%). Adicionalmente, la capa
externa deberia estar compuesta por celulosa microcristalina, croscarmelosa sédica o almidén
glicolato sédico, y deberia ser compactada a una fuerza tal que la dureza del nucleo sea menor a
20kg/cm’ para obtener una adecuada velocidad de disolucién de 1SO. La definicidén de este espacio es

fundamental para el escalado con maquinaria especifica.

Adicionalmente, este estudio establecid una sistematica de investigacidn apta para la mejora de
procesos de desarrollo de medicamentos. Este tipo de estudio se convierte en una herramienta para
optimizar la robustez de los procesos existentes y da cumplimiento a las normativas ICH Q8, Q9 y

Q1o0.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES GENERALES Y
PROYECCIONES

7.1. CONCLUSIONES GENERALES

El trabajo llevado a cabo en esta Tesis Doctoral representa una valiosa contribucion al

conocimiento cientifico actual sobre la farmacoterapia de la tuberculosis.

El tratamiento disponible en la actualidad es complejo y prolongado (1,2) y, aunque puede ser
efectivo, tiene asociados multiples problemas que ponen en riesgo su efectividad. Entre ellos, es
ampliamente conocida la baja y variable biodisponibilidad de rifampicina (RIF), relacionada,
principalmente, a deficiencias en la humectabilidad y la velocidad de disolucién del sélido, debido
a su solubilidad dependiente del pH, su hidrofobicidad y las diferentes propiedades de los
polimorfos de RIF existentes. La influencia de algunos excipientes en el desempefio de la forma
farmacéutica, la variabilidad interindividual en la absorcidn y en el metabolismo de RIF, también
estan asociadas con problemas de su biodisponibilidad (3,4). Adicionalmente, su degradacion a pH
gastrico, acelerada por la presencia de isoniazida (ISO) en la formulacién, tiene un impacto

negativo en la biodisponibilidad de RIF (4).

La optimizacion de la farmacoterapia actual de la tuberculosis motivé el desarrollo de esta Tesis
Doctoral, mediante el disefio y desarrollo de nuevos materiales y sistemas farmacoterapéuticos de
administracién oral de RIF e ISO en CDF, donde la estabilidad y la biodisponibilidad de RIF estan

incrementadas.

En este contexto, se obtuvieron materiales innovadores de RIF e ISO, mediante el co-
procesamiento con polielectrolitos de carga opuesta. Especificamente, RIF se asocié con la forma
acida de carboximetilcelulosa (CMC) e ISO se asocid a acido alginico (AA). Se ensayaron diferentes

combinaciones de variables de disefno a fin de seleccionar los materiales mas convenientes.
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CMC-RIF fue obtenido mediante impregnacién, utilizando etanol como medio de interaccién. Se
presenta como una dispersidn sélida cristalina altamente hidrofilica, en la que RIF cristaliza como
un zwitterién en la superficie de CMC. Por otra parte, la combinacién de variables de disefo
permitié obtener AA-ISO;s-Na,s, el cual es un complejo idnico amorfo obtenido mediante Ia
dispersion del polielectrolito en una solucién hidroalcohdlica de ISO y con la incorporacion de un
contraién inorgdnico. La exhaustiva caracterizacion de CMC-RIF y AA-ISO;5-Na,s puso de manifiesto
qgue son nuevas entidades quimicas, que pueden ser preparadas utilizando componentes vy

metodologias simples, reproducibles y escalables.

CMC-RIF presenta elevada hidrofilicidad y, luego de su compactacién como matrices, permite la
liberacién de RIF en medio dcido con muy rdpida velocidad. Esta propiedad lo hace atractivo para
optimizar la liberacidon en formas de farmacéuticas sdlidas, ya sea solo o en combinacidn con otros
farmacos antituberculosos (8). Las matrices de AA-I1SO,s-Nays liberan minimas cantidades de 1SO
en un medio simulando el contenido gastrico, en tanto que, en condiciones simulando el medio
intestinal, la liberacion de ISO se completa en el transcurso de 2 horas (9). Estas caracteristicas
resultan interesantes para formular formas farmacéuticas sdlidas de liberacidn secuencial y sitio-

especifica de RIF e ISO en CDF sin la necesidad de recurrir al recubrimiento entérico de ISO.

Las matrices de CMC-RIF y AA-ISO;s-Na,s combinadas, imitando el desempefio de un comprimido
multiunitario, fueron comparadas con la formulacién comercial de referencia. La evaluacién de la
estabilidad mostrd una significativa reduccidn de la degradacién de RIF en medio acido, por la
minimizacién de la liberacién concomitante de I1SO. En forma complementaria, la administracidn
oral en perros de ambas matrices asociadas mostré un incremento significativo de la
biodisponibilidad de RIF, respecto de la formulacidn comercial de referencia. Este aspecto es de
gran importancia considerando los numerosos reportes de bioinequivalencia y de fallas de calidad
informados para CDF conteniendo RIF e ISO, tanto a nivel nacional como internacional, y permitiria
reducir el riesgo de desarrollo de resistencia vinculado a niveles plasmaticos sub-terapéuticos de

RIF (5-7).

Como contrapartida, la biodisponibilidad de ISO desde las matrices de AA-ISO,s-Na,s fue menor a
la esperada, probablemente debido a que su liberacién no fue suficientemente rapida en el

modelo animal seleccionado.
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Considerando el desempefio superador de CMC-RIF y el inconveniente observado con AA-ISOs-
Na,s se decidid avanzar en el disefio de una formulacién multiunitaria utilizando CMC-RIF e ISO sin

acomplejar.

El disefio seleccionado fue el de comprimidos con cubierta compactada, que consistié en una capa
externa conteniendo CMC-RIF y un nucleo formado por un comprimido de ISO con cubierta
entérica. En este desarrollo, se utilizd6 como herramienta el concepto de Calidad desde el Disefo
(10-12), cuya aplicacion genera un vasto conocimiento del producto y de las variables que
modifican sus parametros de calidad. Esta metodologia permitid identificar los pardmetros criticos
del proceso y establecer aquellas condiciones requeridas para obtener un producto de calidad
aceptable. Los comprimidos asi obtenidos mostraron propiedades de liberacién secuencial y sitio-
especifica de RIF e ISO y un desempefio claramente superador respecto de las formulaciones de

referencia.

Es interesante destacar que la propuesta de formulacidon de esta Tesis puede ser preparada
utilizando componentes y metodologias accesibles a los sistemas de salud de las comunidades con
recursos limitados. Esta caracteristica resulta relevante ya que la tuberculosis afecta
especialmente a los paises mds vulnerables desde el punto de vista socio-econémico. El valor
agregado de aplicar Calidad desde el Diseiflo se amortiza o bien por una reduccién en el costo de

produccién o por la simplificacién de procesos.

A su vez, tanto los materiales de partida como los procesos de elaboracién son comiUnmente
utilizados en la industria farmacéutica, lo que sumado a la informaciéon que surge de aplicar
Calidad desde el disefio, hace a este desarrollo potencialmente transferible al sector productivo y

accesible para las economias de los paises con mayor prevalencia de tuberculosis.

Finalmente, a lo largo de este trabajo se validaron tres métodos de HPLC, que demostraron ser
sencillos, selectivos, precisos, exactos, ajustdndose a lo establecido por los estdndares
internacionales (13). El método analitico resulta util para evaluar la estabilidad en medio acido de
cualquier formulacién de RIF, ya sea sola o combinada con ISO. Los otros dos métodos
bioanaliticos son una valiosa herramienta para la determinacién de los niveles plasmaticos de RIF
o ISO luego de la administracién de cualquier formulacidn, oral o inyectable, en diferentes

modelos animales, o incluso en humanos.
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7.2. PROYECCIONES

Este trabajo de Tesis abre nuevas perspectivas de investigacion, no sélo direccionadas a la
aplicacion de los sistemas en situaciones terapéuticas especificas, sino también en relacién a
evaluar y documentar potenciales propiedades de los polielectrolitos, ain no descriptas. En este
sentido, resulta interesante profundizar el estudio de los sistemas desarrollados. Por ejemplo,
estudios de bioadhesién de las matrices AA-ISOss-Na,s, permitirian establecer si dicha propiedad

tiene incidencia en los eventos preabsortivos de ISO.

Ademas, seria interesante realizar el escalado a partir de los materiales obtenidos, hacia una
formulacion optimizada de RIF e ISO de administracidn oral, con estdndares de calidad desde el
disefo. Esta formulacién deberia cumplir con los requisitos farmacopeicos y su elaboracién debe
ser factible mediante una tecnologia convencional de la industria farmacéutica, tal que sea
potencialmente transferible al sector de produccién publica de medicamentos. En este contexto,
resulta importante la realizacién de un estudio de estabilidad acelerada y un estudio
farmacocinético plasmatico en voluntarios sanos o en un modelo animal con caracteristicas
anatomicas vy fisiolégicas mas cercanas a las del humano. Se espera que los resultados que se
obtengan contribuyan al desarrollo de formulaciones mas seguras y confiables para el tratamiento

farmacoldgico de la tuberculosis.

Las proyecciones presentadas forman parte de mi proyecto posdoctoral aprobado por CONICET

para el periodo 2017-2019.



Tesis Doctoral
Capitulo 7

7.3. REFERENCIAS

10.

11.

12.

13.

World Health Organization. WHO treatment guidelines for drug-resistant tuberculosis.
Geneva, Switzerland; 2016.

Beltrame S, Latorraca M, Moral M. Enfermedades infecciosas. Tuberculosis. GUIA PARA EL
EQUIPO DE SALUD. 2nd ed. Buenos Aires, Argentina: Direccidon de Epidemiologia -
Ministerio de Salud de la Nacion; 2014.

Becker C, Dressman JB, Junginger HE, Kopp S, Midha KK, Shah VP, et al. Biowaiver
Monographs for Inmediate Release Solid Oral Dosage Forms: Rifampicin. J Pharm Sci.
2009;98(7):2252-67.

Singh S, Bhutani H, Mariappan TT. Quality Problems of Anti-Tuberculosis Fixed-Dose
Combinations ( Fdcs ): a Way Forward. Indian J Tuberc. 2006;53:201-5.

Ellard G a, Fourie PB. Rifampicin bioavailability: a review of its pharmacology and the
chemotherapeutic necessity for ensuring optimal absorption. Int J Tuberc Lung Dis
[Internet]. 1999;3(11 Suppl 3):S301-8-21. Available from:
http://pubget.com/paper/10593709/rifampicin-bioavailability-a-review-of-its-
pharmacology-and-the-chemotherapeutic-necessity-for-ensuring-optimal-
absorption%5Cnhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10593709

Jindani A, Aber VR, Edwards EA, Mitchison DA. The early bactericidal activity of drugs in
patients with pulmonary tuberculosis. Am Rev Respir Dis [Internet]. 1980;121(6):939-49.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6774638

Telenti A, Imboden P, Marchesi F, Lowrie D, Cole S, Colston MJ, et al. Detection of
rifampicin-resistance mutations in Mycobacterium tuberculosis. Lancet.
1993;341(8846):647-50.

Luciani-Giacobbe LC, Ramirez-Rigo M V., Garro-Linck Y, Monti GA, Manzo RH, Olivera ME.
Very fast dissolving acid carboxymethylcellulose-rifampicin matrix: Development and solid-
state characterization. Eur J Pharm Sci [Internet]. Elsevier B.V.; 2017;96:398—410. Available
from: http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2016.10.013

Olivera ME, Luciani Giacobbe LC, Ramirez Rigo MV, Romariuk CB. Desarrollo de nuevos
sistemas de liberacién modificada y administracién oral para el tratamiento de la
tuberculosis. Rev Argentina Salud Publica. 2011;2(9):11-7.

ICH Expert Working Group. Q8(R2) Pharmaceutical Development. 2009;8:1-29.
ICH Expert Working Group. Q9 Quality Risk Management. 2005;1-23.
ICH Expert Working Group. Q10 Pharmaceutical Quality System. 2008;1-21.

FDA. Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation [Internet]. 2001. Available
from: http://www.fda.gov/downloads/Drugs/.../Guidances/ucm070107.pdf

193



194 | Laura Carolina Luciani Giacobbe



Tesis Doctoral | 195
Anexos

ANEXO 1

Esquemas farmacoterapéuticos de la tuberculosis, segin la categoria asignada para la
enfermedad. Nétese que el tratamiento es complejo, consta de la utilizacién de hasta cinco

farmacos, por un periodo que oscila entre 6 a 20 meses, segun la gravedad del caso (1).

Tabla. Tratamiento farmacoterapéutico de la tuberculosis, segln la categoria asignada (1).

Categorial  eFase inicial (2 meses):
Caso nuevo RIF+ISO+PIR+ETA o Estreptomicina

Al finalizar esta fase solicitar baciloscopia:

esi es negativa pasar a fase de continuacion.

esi es positiva, realizar cultivo y sensibilidad antibidtica y continuar esta fase un
mes mas; luego pasar a fase de continuacién. Con el resultado del cultivo y
sensibilidad antibidtica se decide cémo seguir el tratamiento.

e Fase de Continuacion:

o4 meses: RIF+ISO (administracién diaria o trisemanal sdlo si es supervisado)
En caso de tuberculosis meningea, osteoarticular o diseminada (miliar):

e 7 meses: RIF+ISO (administracién diaria)

Categoriall e Fase Inicial (3 meses):

Casos con ® Primeros 2 meses: RIF+ISO+PIR+ETA+Estreptomicina
tratamiento e Tercer mes: RIF+ISO+PIR+ETA

previo

Al finalizar esta fase solicitar baciloscopia:

* si es negativa pasar a fase de continuacién

* si es positiva, realizar cultivo y sensibilidad antibidtica y continuar un mes mas
con cuatro medicamentos y luego pasar a fase de continuacién. Con el resultado
del cultivo y sensibilidad antibidtica se decide cémo seguir el tratamiento.

e Fase de Continuacion (5 meses):
RIF+ISO+ETA (administracion diaria o trisemanal solo si es supervisado).

Categoria lll e Fase inicial (2 meses):
Caso nuevo RIF+ISO+PIR

e Fase de Continuacion (4 meses):

RIF+ISO (administracion diaria o trisemanal sélo si es supervisado)

CategorialV El tratamiento de estos casos es complejo y depende de una serie de

consideraciones, tales como el tipo de resistencia y sensibilidad bacteriana, si

hubo o no tratamiento previo con farmacos de segunda linea, edad, entre otros.

Este tratamiento es establecido por especialistas y requiere estricta supervision.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, el tratamiento puede ser corto (9-12
meses) o largo, alcanzando los 20 meses. La duracién puede ser modificada segun
la respuesta del paciente a la terapia.
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Respecto al régimen terapéutico, en pacientes con TB-RR o TB-MDR, se recomienda
el uso de al menos cinco farmacos eficaces contra la tuberculosis durante la fase
intensiva, incluyendo la PIR y cuatro medicamentos de segunda linea, uno
seleccionado del Grupo A y otro del Grupo B y al menos dos del grupo C. Si el
numero minimo de medicamentos eficaces contra la tuberculosis no puede ser
compuesto como se ha indicado anteriormente, se puede afiadir un agente del
Grupo D2 y otros agentes del Grupo D3 para llevar el total a cinco. Adicionalmente,
se recomienda reforzar el régimen con dosis altas de ISO o ETA.

1. Beltrame S, Latorraca M, Moral M. Enfermedades infecciosas. Tuberculosis. GUIA PARA
EL EQUIPO DE SALUD. 2nd ed. Buenos Aires, Argentina: Direccién de Epidemiologia -

Ministerio de Salud de la Nacidn; 2014.
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Tabla. Asignaciones del espectro de RMN de *C de RIF

Numero de dtomos RIF Numero de dtomos RIF
de carbono O13¢c (ppm) de carbono 6 13c (ppm)

1 139,3 23 77,8
2 119,6 24 38,6
3 110,7 25 75,9
4 147,4 26 41,2
5 105,2 27 76,4
6 175,4 28 119,7
7 105,9 29 143,9
8 168,6 30 21,0
9 112,4 31 20,7
10 117,8 32 12,9
11 196,0 33 10,5
12 109,6 34 9,5
13 21,9 35 171,2
14 7,5 36 17,6
15 169,5 37 57,3
16 130,5 38 133,4
17 133,4 39 57,3
18 124,3 40 57,3
19 141,9 41 57,3
20 39,4 42 57,3
21 70,7 43 46,3
22 34,3

Anexos
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ANEXO 3

Tabla. Asignaciones del espectro de RMN de N para RIF y CMC-RIF

Numero del atomo RIF CMC-RIF

de Nitrégeno 815 (ppm) 8 1sn (pPM)

15 -243,4 -261,7
38 -42,7 -23,4
39 -256,1 | -

43 -348,6 -337,9
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ANEXO 4
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Figura. Patrones de difraccion de rayos X de CMC-RIFy¢, CMC-RIFy g y CMC-RIF.
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