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RESUMEN

La quiralidad de ingredientes farmacéuticos activos tiene relevancia en la indicacion
farmacéutica porque aproximadamente el 50% de farmacos en el mercado contienen un
IFA quiral. EI cambio de quiralidad en un farmaco, es decir la presencia del otro
enantiémero, puede alterar significativamente las propiedades biolégicas y farmacoldgicas.
Cuando el efecto deseado de un farmaco quiral se asocia con uno solo enantiémero, lo
ideal es administrar solo el enantidmero activo, reduciendo asi los efectos secundarios y
dosis terapéuticas. La separacion de los enantiomeros de un racemato se denomina
resolucion quiral. La formacion de sales diastereoisoméricas es una técnica para la
resolucion de mezclas racémicas frecuentemente utilizada. Para ello, un par de
enantiomeros se transforma en un par de fases diastereoisoméricas que debido a las
diferencias en sus propiedades fisicoquimicas se pueden separar por métodos

convencionales como la cristalizacion fraccionada.

El baclofeno (Bac) es un farmaco agonista GABAérgico utilizado en el tratamiento
de espasticidad y de dafios en el tracto corticoespinal. Estd demostrado que el enantiomero
del baclofeno con la actividad terapéutica es el R-enantidmero; sin embargo, este farmaco

se comercializa de manera racémica.

A través de este proyecto de tesis se ha desarrollado una nueva sal de R-baclofeno
con el acido L-malico que se obtuvo de forma pura por cristalizacién fraccionada. Esta
nueva forma se identific6 por difraccion de rayos X de polvos (DRXP) y se caracteriz6
adicionalmente por espectroscopia infrarroja (IR), andlisis termogravimétrico acoplado con
calorimetria de barrido diferencial (TGA/DSC) y difraccion de rayos-X de monocristal, con
lo que se corrobor6 la formacién de una sal al transferirse un protén desde el coformador al
baclofeno. Al mismo tiempo se generé una mezcla de fases enantioméricas de la
composicion R-Bac:L-MA y S-Bac:D-MA que por cuestiones econémicas fue utilizada para
evaluar las propiedades farmacéuticamente relevantes tales como la estabilidad de fase, la
velocidad de disolucion y el coeficiente de particion. La sal mostr6 una velocidad de
disoluciéon ligeramente menor al RS-Bac, pero un coeficiente de particion mayor en

comparacion con el farmaco en su forma libre.
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ABSTRACT

The chirality of active pharmaceutical ingredients is of relevance because
approximately 50% of the drugs on the market contain a chiral IFA. The change of chirality
in a drug, that is the presence of the other enantiomer, can significantly alter the biological
and pharmacological properties. If the desired effect of a chiral drug is associated with a
single enantiomer, only the active enantiomer, should be administrated in order to reduce
the side effects and the therapeutic doses. The separation of the enantiomers of a racemate
is called chiral resolution. The formation of diastereomeric salts is a technique frequently
used for the resolution of racemic mixtures. For this purpose, a pair of enantiomers is
transformed into a pair of diastereoisomeric phases that due to the differences in their
physicochemical properties can be separated by conventional methods such as fractional
crystallization.

Baclofen (Bac) is a GABAergic agonist drug used in the treatment of spasticity and
damage of the corticospinal tract. It is demonstrated that the enantiomer of baclofen having
therapeutic activity is the R-enantiomer; however, this drug is commercialized in racemic
form.

This thesis project has achieved the development of a new salt of R-Baclofen with L-
malic acid that was obtained in pure form by fractional crystallization. This new form was
identified by powder X-ray diffraction analysis (PXRD) and further characterized by infrared
spectroscopy (IR), thermogravimetric analysis coupled with differential scanning calorimetry
(TGA/DSC) and single-crystal X-ray diffraction analysis, which revealed the formation of salt
via proton transfer from L-malic acid to R-Baclofen. At the same time, a mixture of
enantiomeric phases of composition R-Bac:L-MA and S-Bac:D-MA was generated, which
for economic reasons was used to evaluate the pharmaceutically relevant properties such
as the phase stability, the velocity of dissolution and the partition coefficient. The salt showed
a slightly smaller dissolution rate, but a higher partition coefficient when compared to the

drug in its free form.
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1 INTRODUCCION

La industria farmacéutica ha utilizado la generacion de diferentes formas cristalinas
de un Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) tales como sales, cocristales, solvatos,
hidratos o polimorfos, como método para modificar propiedades fisicoquimicas y
biofarmacéuticas. Las propiedades que se han visto modificadas son: la estabilidad,
temperatura de fusion, solubilidad, biodisponibilidad, entre otros; dichas propiedades son
importantes para que un farmaco sea seguro y eficaz.

Las propiedades biofarmacéuticas y la forma de estado solido del farmaco son de
vital importancia, por lo que deben caracterizarse y controlarse; sin embargo, establecer la
actividad bioldgica con efectos secundarios minimos y alta eficacia es relevante también.

Un farmaco quiral posee diferentes enantidmeros que al ser absorbidos pueden
poseer diferentes efectos biol6gicos entre si. Los farmacos presentan efectos secundarios
debido a multiples razones, que frecuentemente se atribuyen a la presencia de un
enantiomero no activo (distémero). No obstante, la separacion de los enantibmeros es
costosa y/o compleja, por lo que las compafias farmacéuticas invierten para poder
comercializar productos enantioméricamente puros.

El baclofeno es un farmaco quiral GABAérgico asociado a enfermedades de
espasticidad; la baja permeabilidad de este farmaco ha sido una limitante al administrarlo
por via oral, ya que muestra baja absorcion y multiples efectos secundarios asociados a su

diastémero, lo que repercute en su seguridad y eficacia.



2 ANTECEDENTES
2.1 BACLOFENO

2.1.1 Mecanismo de accion (farmacodinamia)

El baclofeno (Bac) es un farmaco agonista del &cido gama aminobutirico (GABA);
siendo un relajante muscular que actia en la recepcibn GABAérgica a nivel medular
principalmente. Deprime el sistema nervioso central por medio de una disminucién en la

liberacion de los neurotransmisores de glutamato y aspartato [1], [2].

Los receptores para GABA se clasifican en ionotrépicos (GABA A) y metabotropicos
(GABA B y GABA C). Los receptores de GABA B estan en la membrana plasmética de la
terminal presinaptica y postsinaptica. Este receptor no se emparenta con canales de cloruro
(CI) como el receptor GABA A, sino modula canales de calcio y potasio por interaccion de
la proteina G y adenilciclasa (ADC). Al unirse un agonista con el receptor presinaptico GABA
B se disminuye la entrada de calcio dando menor liberacién de glutamato y monoaminas.
La unién del agonista con el receptor postsinaptico GABA B aumenta la salida del potasio

dando lugar al potencial inhibitorio [3].

El baclofeno actia en los receptores GABA B en el sistema nervioso central para
impedir la liberacién de neurotransmisores excitatorios como el glutamato y el aspartato, al

inhibir la absorcion del calcio requerido para su liberacion [3].

2.1.2 Tratamiento y posologia

El baclofeno es principalmente utilizado en el tratamiento de espasticidad. La
espasticidad se asocia con dafios en el tracto corticoespinal y es una complicacion comuan
en enfermedades neurolégicas. Algunas enfermedades, en las que la espasticidad puede
ser un sintoma prominente son: paralisis cerebral, esclerosis mudltiple, accidente
cerebrovascular y lesiones de la cabeza y la médula espinal. El baclofeno también es
utilizado en tratamientos para controlar el reflujo por esofagitis, alcoholismo, tabaquismo,
adiccion a narc6ticos y como agente antiemético, antitusivo, y para el tratamiento del dolor
neuropatico como la neuralgia del trigémino, dolores musculoesqueléticos y radiculopatia
[4], [3]-

Baclofeno se administra por via oral en tabletas con dosis de 20 y 30 mg; y por via
intratecal en soluciones de 0.5y 2 mg/mL. Es comercializado principalmente por la empresa

farmacéutica suiza Novartis bajo la marca Lioresal® [6].



2.1.3 Caracteristicas del farmaco

La estructura quimica del baclofeno involucra a un carbono quiral, siendo el
enantiémero activo el R-baclofeno; el S-Bac se comporta como antagonista en los sitios de
union del R-Bac; a pesar de esto, se ha propuesto como antagonista de los receptores
GABA B, pero los estudios al respecto son escasos [7]. No obstante, en este momento
baclofeno solo se comercializa como mezcla racémica, la cual contiene en una proporcion
50:50 de sus enantidmeros (Figura. 1).
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Figura 1. Estructura de los enantibmeros que constituyen el RS-baclofeno. Siendo la figura de
arriba R-baclofeno y de abajo S-baclofeno.

El baclofeno posee una naturaleza zwitterionica, es decir, tiene una carga formal
positiva y negativa sobre atomos distintos. Los grupos funcionales con estas cargas son el
grupo amino (-NH>), que le confiere la carga positiva al protonarse, mientras que el grupo
carboxilo (-COOH) adquiere la carga negativa al desprotonarse. Estos mismos grupos
funcionales determinan los valores de pKa del compuesto; el grupo amonio tiene un pKa de
3.89 y el grupo carboxilato de 9.79 [7].

La principal via de transporte del farmaco a través del tracto gastrointestinal y la
barrera hematoencefélica es por transporte activo; al ser un zwitterion carece de las
caracteristicas fisicoquimicas que son ideales para el transporte pasivo a través de la
membrana celular. El transporte del baclofeno emplea acarreadores como LAT
(transportador de aminoacido grande) que son los responsables de transportar aminoacidos
como fenilalanina y tirosina, que al ser muy parecidas en su estructura quimica con el
baclofeno compiten por los acarreadores [8].

El baclofeno pertenece a la clase Ill del sistema de clasificacion biofarmacéutico
(BCS), es decir, posee alta solubilidad, pero baja permeabilidad. Esta clasificacion
considera a un farmaco muy soluble cuando su dosis mas alta se disuelve en 250 mL de
agua en un rango de pH de 1 a 7.5. Un farmaco es altamente permeable cuando el grado

de absorcidn en seres humanos es mayor al 90% de la dosis administrada, basandose en



la comparacién con una dosis intravenosa. La permeabilidad esta directamente vinculada
con la farmacocinética y biodisponibilidad del farmaco que a su vez estan ligadas a la dosis
necesaria para su formulacion. Siendo el baclofeno un farmaco con baja permeabilidad, se
enfrenta el problema de baja absorcion a diferencia de los farmacos de la clase | y Il que

poseen alta permeabilidad [9].

2.1.4 Propiedades fisicoquimicas
La siguiente tabla (Tabla 1) resume las principales propiedades fisicoquimicas que posee
el baclofeno [6], [7].

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del baclofeno.

Féormula general  Ci0H12CINO:2
Nombre quimico  Acido B-(4-clorofenil)-y-aminobutirico
Peso molecular 213.5 g/mol

o Polvo cristalino blanco a blanquecino, inodoro o practicamente
Caracteristicas )
inodoro

. Es soluble en agua (0.712 mg/mL), muy poco soluble en
Solubilidad ]
metanol e insoluble en cloroformo.

Punto de fusion 206-208 °C

Log P 1.3
pKal 3.89
pKa2 9.79

2.1.5 Efectos adversos

Los efectos secundarios del baclofeno son considerados de moderados a leves y
solo ocasionalmente los pacientes que presentan estos efectos requieren de terapia
especial. Los sintomas reportados frecuentemente han sido cansancio, sensibilidad,
nauseas y trastornos gastrointestinales. Los efectos adversos informados incluyen vértigo,
hipotension asintomatica, vémito, confusion mental, euforia, depresion, diarrea, dolor de
cabeza y reacciones alérgicas en la piel. Los pacientes de la tercera edad y aquellos con
lesiones cerebrales tienden a experimentar efectos secundarios mas a menudo que los
pacientes mas jovenes o con lesiones espinales [5].

Cuando el baclofeno se administra por via oral, la sedacion es un efecto adverso,

especialmente a dosis elevadas. La influencia de la funcion cognitiva, la confusion, la
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pérdida de memoria, la dificultad para respirar, la debilidad, la ataxia y la hipotension
ortostatica son otros efectos adversos cominmente encontrados en el tratamiento con

baclofeno [4].

2.1.6 Fases disponibles y estudiadas previamente

Hasta la fecha, solo hay una patente registrada sobre la formacién de cocristales
con baclofeno, usando acido ferulico y otros coformadores con fines nutracéuticos; también
incluyen cocristales de baclofeno con acido benzoico y acido p-toluico [10].

Debido a la utilidad de estos coformadores en productos farmacéuticos,
suplementos nutricionales y productos alimenticios, estos cocristales podran incluirse en
formulaciones mejoradas de baclofeno [11]. Para el caso de sales con baclofeno, existe un
mayor numero de reportes incluyendo las siguientes fases multicomponente cristalinas de
baclofeno: sales de RS-baclofeno con &cido oxalico, acido maléico, &cido hidroxinaftoico y
acido p-toluensulfénico [10]; ademas, hay un reporte sobre un cocristal donde el baclofeno
es el coformador [12]. Todas las fases multicomponente mencionadas anteriormente no han
sido analizadas desde un punto de vista farmacéutico y no se han analizado sus ventajas
sobre la mezcla racémica RS-baclofeno o el R-baclofeno.

Adicionalmente, hay una serie de sales reportadas del RS-baclofeno, por ejemplo,
con acido maléico, acido fumarico, acido sulfoetano, acido sulfometano, acido sulfopropano,
clorhidrato, fluorohidrato y bromhidrato, para las cuales se han analizado sus propiedades
biofarmacéuticas con el fin de conocer si mejoran la lipofilicidad del baclofeno. Estas sales
aumentan la permeabilidad comparado con la mezcla racémica de RS-baclofeno, logrando
mejorar algunas de las deficiencias biofarmacéuticas RS-baclofeno siendo por ejemplo el

sulfopropano de baclofeno 4 veces mas lipofilico [13], [14].

2.1.7 Métodos para mejorar la biodisponibilidad

El desarrollo de moléculas como ingredientes farmacéuticos activos (IFAs) sélidos
requiere de un gran numero de estudios previos antes de que pueda salir un medicamento
al mercado; se analizan caracteristicas fisicoquimicas como solubilidad y biodisponibilidad,
ademas de beneficios, riesgos, ventajas y desventajas en cuestiones de seguridad y
eficacia; sin embargo, existen en el mercado compuestos con caracteristicas que no son

deseables, por lo que se han empleado estrategias para la mejora de los IFAs [15].

La biodisponibilidad corresponde a la cantidad de farmaco que llega a la circulacién
sistémica. Uno de los objetivos principales del desarrollo de nuevas fases sélidas

multicomponente para un IFA es justamente lograr una mejora de su biodisponibilidad. Para
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ello, se realizan diversas pruebas en las que se comparan las nuevas fases soélidas

multicomponente con el farmaco en su forma libre [16].

Debido a la clasificacion BCS Ill, se han realizado investigaciones que buscan
aumentar la biodisponibilidad del baclofeno. La formacion de profarmacos es una estrategia
empleada para este IFA. Los profarmacos son moléculas con actividad terapéutica inactiva
gue al ser metabolizadas in vivo se transforman en un metabolito activo. Basandose en este
principio y conociendo las propiedades fisicoquimicas y afinidades de los transportadores
de la membrana se desarrollaron varios profarmacos del baclofeno, por ejemplo, ésteres
lipofilicos del baclofeno [17], o disefiando un derivado tipo estérico del enantiomero R-Bac

con alta eficiencia [18].

También estan reportados sistemas de liberacion controlada de baclofeno, como
estrategia de mejora de biodisponibilidad [19], [20]. Se ha reportado sistemas de liberacion
controlada del baclofeno y/o su enantiomero activo en base a formacion de profarmacos
para optimizar su absorcion [4], [21]-[24]. Uno de ellos consiste en la formacion de

nanoacarreadores lipidicos con una formulacion de baclofeno en su interior [18].

2.2 RESOLUCION QUIRAL

Generalmente la quiralidad en una molécula organica es la presencia de un &tomo
de carbono unido a cuatro grupos diferentes, por ejemplo, el atomo de carbono central en
el &cido lactico (Figura 2); pero el &tomo no tiene que ser necesariamente de carbono,
también se encuentra esta propiedad en moléculas organicas de nitrégeno, fésforo y azufre,
tal como metilpropilfenilfosfina. Estos atomos se llaman centros quirales, aunque también
se emplean términos como estereocentro, centro asimétrico y centro estereogénico. La
quiralidad es una propiedad de toda la molécula, mientras que el centro quiral es la causa
de la quiralidad [25].

|
CH3—c|:*—C02H
OH

Figura 2. Estructura molecular del acido lactico. El asterisco indica que el carbono es el centro
estereogénico al tener sus cuatro sustituyentes diferentes, lo cual le proporciona la propiedad de
quiralidad a este compuesto [25].



Los isdmeros son compuestos con la misma férmula quimica pero diferente
constitucion, por lo que pueden tener distintas propiedades fisicoquimicas. Los
estereoisomeros tienen igual formula quimica, pero arreglos espaciales desiguales
existiendo dos tipos: enantiomeros y diastereoisomeros. Los enantiomeros son imagenes
especulares no superponibles, tienen las mismas propiedades fisicoquimicas y solo pueden
distinguirse por la rotacién en la que desvian la luz polarizada (rotacién éptica) (Figura 3).
Los diastereocisbmeros son moléculas no especulares que presentan propiedades
fisicoguimicas diferentes. Cuando los enantibmeros se encuentran en una mezcla de
cantidades equimolares como fases sélidas separados, se le denomina mezcla racémica.
Los enantibmeros se pueden clasificar dependiendo de su actividad biol6gica: el eutbmero
es el enantiomero que posee la actividad terapéutica, mientras que el diastbmero es inactivo
y presenta actividad antagonista o un efecto téxico. Algunos ejemplos de lo anterior es el
caso de la procaina, la cual su eutémero es el R-enantibmero, mientras que su diastémero
es el S-enantibmero y produce metahemoglobulinemia; otro ejemplo conocido es la
talidomina, la cual se prescribia en mujeres embarazadas durante la década de los 60’s en
Europa; estudios posteriores demostraron que el enantiomero S- causa teratogenicidad y
el enantiomero R- es el posee la actividad terapéutica [26]-[28].

Existen diversos descriptores para los enantibmeros, sin embargo, este proyecto
usara (DL-) para el acido malico y (RS-) para el baclofeno. El descriptor DL- emplea la
proyeccion de Fischer para representar centros quirales, mientras que el descriptor RS-
consiste en numerar a los grupos o atomos unidos al centro asimétrico de acuerdo con su
prioridad (el nUmero uno es mas mayor peso atémico y el Ultimo es el de menor peso
atomico), se le asigna una letra, si en sentido de las manecillas del reloj es (R), pero si es

en sentido contrario es (S) [29].
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Figura 3. Los enantimeros del &cido lactico, los cuales son imagenes especulares [27].

La quiralidad es muy importante en el area farmacéutica debido a que los

enantiomeros de un mismo farmaco quiral pueden tener diferentes propiedades
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farmacodindmicas y/o farmacocinéticas. En este contexto, el reemplazo de mezclas
racémicas por una forma enantiopura es altamente recomendado y ha dado como resultado
un perfil mejorado de seguridad y/o eficacia. El uso de un Gnico enantiomero puede conducir
a perfiles farmacoldgicos mas simples y selectivos, indices terapéuticos mejorados, una
farmacocinética méas simple debido a las diferentes tasas de metabolismo de los
enantidmeros, y una disminucién de las interacciones medicamentosas; es por ello que la
industria farmacéutica utiliza cada vez mas el cambio quiral como estrategia de mercado.
Ademas, debido a una diferente actividad farmacolégica, los enantiomeros de los farmacos

quirales pueden diferir en toxicidad [30], [31].

2.2.1 Métodos de resolucion quiral

Principios de separacion de diastereoisomeros y enantiomeros

Ya que los diastereoisémeros difieren en sus propiedades fisicoquimicas entre si,
su separacion se puede llevar a cabo mediante métodos de purificacion tradicionalmente
empleados en la quimica, como cristalizacion, destilacién y cromatografia, las cuales se
basan en estas diferencias fisicoquimicas. Al contrario, los enantiomeros tienen
propiedades quimicas idénticas, por lo que se separan a través de métodos mas
elaborados. La separacion de una mezcla racémica en sus enantibmeros constituyentes se

conoce como resolucién quiral.

Una de las técnicas mas empleadas para la resoluciéon quiral es el uso de otro
compuesto, por ejemplo, un agente quiral tal como la D-fenilglicina derivada de la R-4-fenil-
1,3-oxazolidin-2-diona que se emplea en la sintesis para analogos enantioméricamente
puros del acido gamma-aminobutirico [30]. Para ilustrar lo anterior, en la Figura 4 el
rectangulo representa un compuesto aquiral que es superponible con su imagen especular
al rotarlo por el eje perpendicular al plano de la hoja, mientras que el triAngulo-rectangulo
representa moléculas quirales que no pueden superponerse a su imagen especular por la
misma rotacion. Las figuras resultantes de la combinacién de los triAngulos (moléculas
quirales) con un rectangulo representan también a enantibmeros ya que son imagenes
especulares, y por ende no pueden separarse por métodos convencionales. Al combinar un
triangulo (molécula quiral) con un trapecio (otra molécula quiral diferente) se forman figuras
gue no son espejos como los diastereocisdmeros que si pueden separarse por métodos
guimicos convencionales. Una vez lograda la separacion de los diastereoisémeros, éstos

descomponen para liberar los enantiomeros y obtenerlos de forma pura [30].
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Figura 4. La combinacién de un enantiomero y un compuesto aquiral dan lugar a enantibmeros
(R y S son moléculas enantioméricas, A es un compuesto aquiral). La combinacién de un
enantibmero y otro enantidmeropuro, ambos compuestos quirales dan lugar a diastereoisémeros
(R y S son moléculas enantioméricas, y Q es un compuesto quiral enantiopuro). Es una imagen
tomada de un libro [32].

2.2.2 Uso de columna quiral en cromatografia

La cromatografia es una técnica que permite la identificacion, la separacion y la
purificacion de una mezcla para analizarla cuantitativa o cualitativamente con el uso de una
columna cromatogréfica. El principio de la separacién se basa en disolver la muestra en
una fase movil (sea gas o un liquido), la cual se pasa a través de una fase estacionaria
inmiscible fija en una columna o superficie solida. Se debe considerar como los
componentes de la mezcla se distribuyen en estas fases para seleccionar las mas
adecuadas [33]-[38].

La separacion puede llevarse a cabo utilizando disolventes en la fase movil que
favorezcan a un enantibmero, pero las aplicaciones son costosas, ya que consume grandes
cantidades de disolventes especializados para los equipos cromatograficos; ademas de
obtener la mitad del reactivo quiral de interés, lo que implica utilizar grandes cantidades de
reactivos. También estd el uso de la fase estacionaria quiral para la obtencién
enantiomérica, sin embargo, el precio de estas fases del mismo modo son costosas [30],
[39].

2.2.3 Sintesis asimétrica
La sintesis asimétrica es también conocida como sintesis enantioselectiva; es un
método que a través de una serie de reacciones de sintesis organica favorece la obtencion

de un enantiomero preferentemente sobre el otro, esto gracias a un auxiliar o catalizador



quiral que favorece dicha formacion estequiométrica [31]. Los auxiliares quirales acttan
uniéndose al sustrato e induciendo reacciones estereoselectivas, por o que se obtiene el
producto con la estereoquimica deseada. Al final del proceso, el auxiliar quiral debe
removerse del compuesto.

La ventaja de la sintesis asimétrica es el escalamiento del compuesto quiral a pesar
de las pequefas cantidades de catalizador; no obstante, este método requiere multiples
pasos de reaccién, ademas de que involucra diversos disolventes, auxiliares quirales e
intermediarios para poder llegar al enantiomero deseado lo que eleva el costo de
produccién. En ocasiones, la sintesis asimétrica exige mucho tiempo al involucrar multiples

pasos en el proceso [40], [41].

2.2.4 Resoluciéon enziméatica

Otro método es la resolucién enziméatica utilizando generalmente microorganismos,
los cuales poseen alguna enzima especifica que realiza reacciones quimicas (tal como
hidrélisis, la transesterificacion o la esterificacion, entre otras) transformaciones de
sustancias de forma asimétrica. Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que
catalizan reacciones quimicas, en ocasiones requieren cofactores y se encuentran en

organismos de los cuales se extraen [42].

Esta técnica presenta la desventaja de que puede interferir con alguna sustancia
enddgena, compuesto analogo u otros metabolitos del farmaco. Ademas, es un método
tardado y/o costoso, ya que toma un tiempo considerable el analisis enzimatico. Los
rendimientos pueden ser buenos, no obstante, no siempre pueden ser escalables a

cantidades significativas [42], [43].

2.2.5 Resolucién de cocristales/sales diastereoisoméricas por cristalizacion

fraccionada

Otra técnica de resolucion quiral consiste en la formacion de sales
diastereoisoméricas obtenidas por la reaccion con &cidos y bases Brgnsted quirales,
seguido por cristalizacion fraccionada o extraccion con disolvente; en adicion a estas formas
sélidas multicomponentes se encuentran los cocristales, los cuales se conforman de un
farmaco activo y un coformador, manteniéndose unidos en la misma red cristalina por
enlaces no covalentes, principalmente puentes de hidrogeno. La resolucién quiral a través
de la formacién de cocristales o sales diastereoisoméricas conlleva a incluir dos o0 mas
compuestos soélidos en un mismo cristal (fase multicomponente) [44]. Los cocristales

farmacéuticos son materiales cristalinos homogéneos compuestos por un ingrediente
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farmacéutico activo y un coformador neutro que en la estructura cristalina se unen
principalmente a través de puentes de hidrogeno. Al contrario, una sal es un sistema

multicomponente iénico, donde se transfirié un protdn del acido a la base [30].

La resolucion de una mezcla racémica RS con un reactivo quiral para generar una
sal o un cocristal da como resultado un par de fases sélidas diastereoisoméricas; éstas,
muestran propiedades fisicoquimicas diferentes (solubilidad, punto de fusién, punto de
ebullicion, adsorcion, etc.) que permiten su separacién. La formacion de sales
diastereoisoméricas implica considerar elementos como procesos de disociacién (afectado
por el pH) y protonacion; ademas, para el proceso de resolucién quiral se busca en primera
instancia la precipitacion de los cristales con el enanti6mero de interés, dejando el otro en
solucion [4], [45]. El presente proyecto trabajé con este método y empled estos principios
para la resolucién quiral del RS-baclofeno.

2.2.6 Caso de resolucion del R-baclofeno
El interés de emplear solo con R-baclofeno es debido a su alta efectividad y la
reduccion de efectos adversos comparado con la mezcla racémica; esto conllevaria a

disminuir la dosis y minimizar las interacciones entre medicamentos indeseadas [34]—[37].

Existen reportados varios métodos de separacion de los enantibmeros del
baclofeno. Numerosos articulos se enfocan en la separacién cromatografica de la mezcla
racémica ya sea empleando una columna quiral o formando compuestos
diastereoisoméricos seguido de una columna convencional (sin ingrediente quiral) [46], [47].
Otro método de resolucién reportado es la sintesis asimétrica para la obtencion del R-
isbmero empleando un auxiliar quiral [48]. Existe una patente que representa la resolucion
quiral por metabolizacibn de la mezcla racémica empleando microorganismos

Streptomyces, los cuales tienen preferencia al enantiomero R- [49].

En la actualidad se busca generar R-Bac a través de un método que sea eficiente y
sencillo. Encontrar una estrategia para resolver la mezcla racémica del baclofeno por la
cristalizacién con un agente quiral farmacéuticamente aceptable (formacién de una sal o un
cocristal) es un método que en varios aspectos es amigable con el ambiente y
eventualmente mas barato, ya que en comparacion con sintesis asimétrica por ejemplo

disminuye el uso de reactivos y disolventes.
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2.3 ESTADO SOLIDO E INGENIERIA DE CRISTALES

2.3.1 Interacciones intermoleculares

Las fuerzas intermoleculares son fuerzas de atraccibn que existen entre las
moléculas en fase liquida o sdlida; particularmente en estado sélido mantienen unidos a los
atomos de dos o mas moléculas. Estas fuerzas estabilizan a las redes cristalinas de
moléculas individuales, por lo que se deduce que son las responsables de las propiedades
macroscopicas de la materia, tales como punto de ebullicion y punto de fusién. Para la
ebullicion se debe suministrar suficiente energia para vencer las fuerzas de atraccion entre
las moléculas a fin de pasar a fase gaseosa, este mismo principio aplica para el punto de
fusién de las sustancias solo que en este caso ocurre la transicion a la fase liquida. Existen
tres diferentes clases de fuerzas de atraccion entre moléculas. Entre ellas las fuerzas
dipolo-dipolo, de dispersion de London y puente de hidrogeno que también son
denominadas fuerzas de Van der Waals. Otro tipo de atraccion son los enlaces ion-ibn que
son relevantes en disoluciones [50]. Existen aun otro tipo de interacciones menos

convencionales, como las interacciones 1r-11, halégeno-halégeno, etc. (Figura 4)

Interaccion
intermolecular

Son
moléculas
polares

Son
moléculas
polares

Interactian
iones

Si
No P S

Son
hidrégenos
unidos a:
-Oxigeno i No
-Nitrégeno
-Fluor

No
¥

‘ Fuerzas de ’ Fuerzas ‘ Puentes de ’ ‘ Enlaces H Fuerza J

London dipolo-dipolo Hidrégeno iénicos ion-dipolo

Y

Fuerza de Van de Waals
Figura 5. Diagrama de flujo para identificar el tipo de fuerza intermolecular [50].

A continuacion, se describen solo las interacciones que son de mas relevancia para

la discusion de los resultados de esta tesis.
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Interacciones ion-dipolo

Es la fuerza de interaccion electrostatica que resulta entre un ion y la carga parcial
opuesta del dipolo de una molécula polar; las moléculas polares son dipolos con un extremo
de carga parcial positiva y otro negativo. Los iones positivos atraen al polo negativo de un
dipolo y viceversa. La fuerza de atraccion incrementa conforme aumente la carga del ion o
el momento dipolar y conforme se acorta la distancia entre las dos especies. Esta fuerza
tiene relevancia en disoluciones de sustancias idnicas por disolventes polares tales como

agua o alcoholes; por ejemplo, la disolucién de NaCl en agua [50].

Interacciones dipolo-dipolo

Moléculas neutras con momento dipolar se atraen cuando el extremo positivo de
una esta cerca del negativo de la otra esta interaccién es denominada como un enlace
dipolo-dipolo. Estas fuerzas suceden entre moléculas polares y suelen ser mas débiles que
las fuerzas ion-dipolo [50]-[52].

Puentes de hidrégeno

Esta atraccién intermolecular es una interaccion dipolo-dipolo o dipolo-ion especifica
y se forma entre un atomo de hidrégeno en un enlace polar (principalmente enlaces H—F,
H—O o H—N) y un par de electrones no compartido en un ion o0 un atomo electronegativo
pequefio cercano (generalmente un atomo de flaor, oxigeno o nitrégeno de otra molécula).
Ya que F, Ny O son muy electronegativos, generalmente tienen carga parcial negativa, lo

gue genera la interaccion con un hidrégeno de carga positiva parcial cercano.

El puente de hidrogeno esta constituido por un grupo donador de hidrogeno X-H y
un grupo aceptor A, con requerimientos de acercamiento minimo entre ellos dado por las
distancias de contacto de van der Waals de los &tomos en contacto, que no es mas que la
distancia minima a la cual se pueden acercar dos atomos no enlazados. En un puente de

hidrogeno X-H---A, la distancia de X-H esta afectada por la interacciéon H---A, de modo que

A2 -R2

. Figura 6. Puente de hidrégeno
- bifurcado [50]

A1 --R1

la distancia depende considerablemente de la naturaleza de X y los sustituyentes en el
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aceptor (R1 y R2). También se conocen puentes de hidrogeno bifurcados, que dependen
de la interaccién de un grupo de cuatro atomos, X, H, A1y A2 como se observa en la figura
5 [50].

Fuerzas de London

No existen fuerzas dipolo-dipolo entre moléculas no polares y a pesar de ello existe
atraccion. Ya que hay repulsion entre electrones, el movimiento de estos influye en el
movimiento de otros electrones cercanos, lo que induce momentos dipolares temporales.
El dipolo temporal de un atomo puede inducir un dipolo semejante en un a&tomo adyacente
con direccion del dipolo opuesta, y provocar que los &tomos se atraigan. La intensidad de
las fuerzas de London aumenta al incrementarse el tamafio molecular y, por ende, el

tamafio de la nube electrdnica que puede ser polarizada [53] .

2.3.2 Estado solido

El estado sélido de un compuesto molecular puede tener diferentes arreglos
moleculares, como se observa en la Figura 6. Si las particulas tienen un patrén regular y
repetitivo, es un soélido cristalino; al contrario, el sélido es amorfo y carece de tal orden. Los
sélidos cristalinos pueden ser de un solo 6 de mas componentes (sélido multicomponente).
Los sélidos multicomponente pueden agruparse en cocristales, que son sistemas
multicomponente conectados por interacciones no covalentes, donde todos los
componentes presentes son soélidos bajo condiciones ambientales,[54] sales, las cuales
resultan de una reaccién acido-base que implica la transferencia de protones,[55] y
solvatos/hidratos, que son soélidos que tienen una o0 mas moléculas de disolvente en la

celda unitaria de la red cristalina [56] .

208 000
oiees

SAL POLIMORFOS

COCRISTAL

SOLVATO AMORFO

Figura 7. Diferentes
formas de arreglo en

Contraién Disolvente Formador L1
‘ IFA <@ A estado sélido [57].
(molécula cargada) > 0 agua (molécula neutra) [57]
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Un fendmeno comun en solidos cristalinos es el polimorfismo que se define como la
capacidad de una sustancia a existir en dos o mas fases cristalinas con diferentes arreglos
moleculares en la red cristalina que pueden involucrar diferentes conformaciones

moleculares [57].

2.3.3 Sales

Como ya se menciond, la formacién de sales se da por una reaccion acido-base,
dando lugar a la transferencia de un proton o la neutralizacion [60]-[62]. La generacién de
sales de farmacos se estudia principalmente para la mejora de la solubilidad del IFA;
ademas la sal puede ofrecer mas beneficios sobre las formas libres en propiedades como
el punto fusion, la estabilidad térmica, la cristalinidad, la higroscopicidad, la velocidad de

disolucién, la cristalinidad y la biodisponibilidad [63].

2.3.4 Métodos de obtencion de nuevas fases sélidas
Existen numerosas técnicas para la preparacion de fases sélidas multicomponente (Figura

6) que se resumen en la Tabla 2 [15].

Tabla 2. Métodos de obtencion de nuevas fases sélidas (NFS).

Fundamento Ventaja Limitante
Las soluciones de los Es un proceso La cantidad del solvente
componentes se almacenan en reproducible. eliminado debe ser
Evaporacién condiciones ambientales y se determinada para realizar
de disolvente dejan evaporar lentamente escalamiento.

hasta que la  solucion
sobresaturada cristalice.

Las materias primas de la fase Uso minimo de Proceso muy energético que

multicomponente se mezclan y disolventes. puede llevar a
se muelen manual 0 descomposicién de uno
mecanicamente. los compuestos.

Las moliendas en seco y
] asistida con disolvente se
Molienda realizan de la misma manera,
donde en esta Ultima se agrega
un poco de disolvente al molino
para catalizar la transformacion

de la fase deseada.

la
de

Partiendo de una solucion de Uso minimo de Es necesario generar

los componentes, el proceso de  disolventes. condiciones
nucleacion y cristalizacion es sobresaturacion.
Cristalizacion iniciado de forma selectiva para Escalamiento
fraccionada uno de los posibles productos, relativamente
al alcanzar una reduccién de la  sencillo.
solubilidad del complejo
molecular deseado.

de
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Escalamiento de

grandes
cantidades.
La sobresaturacion se genera Factible a Se requiere el uso de dos
cambiando la solubilidad del temperatura disolventes y ambos deben
sistema mediante la adiciébn de ambiente. ser no toxico.
un anti-solvente (un liquido Ideal para
miscible con el solvente que sustancias
Anti-solvente reduce la solubilidad del soluto termolabiles.

en este nuevo disolvente La mezcla de los
mixto). disolventes puede
favorecer  algun
polimorfo en
particular.
Los componentes se mezclan Permite escalar El tiempo de reaccion es un
en cantidades cocristales en factor importante
Slurry estequiométricas farmaco- grandes
(formacion  coformador con  agitacion cantidades.
de pasta) mecanica; se adiciona

disolvente hasta formar una
pasta en un tiempo especifico.

La generacién de nuevas fases sélidas (NFS) ha demostrado que las propiedades

fisicoquimicas de los componentes de éstas se modifican dependiendo de la naturaleza de

las interacciones que existen entre ellos. Por esta razén, modificar las caracteristicas de un

IFA es una herramienta interesante y alternativa para la mejora continua de los

medicamentos. En la tabla 3 se describen las propiedades que pueden maodificarse al

formar una fase multicomponente [58].

Tabla 3. Propiedades que se modifican al formar una nueva fase sélida cristalina.

Termodinamicas

Temperatura de fusion
Temperatura de sublimacion
Solubilidad

Presion de vapor

Espectroscopicas

Vibracién
Rotacién

Cristalinas

Higroscopicidad
Densidad

indice de refraccion
Conductividad
Volumen molar

De superficie

Tension interfacial
Habito cristalino

Cinética

Velocidad de disolucion
Velocidad de reacciéon en estado sélido
Estabilidad

Tecnolégicas

Dureza
Compactacion
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2.4 SALES FARMACEUTICAS Y PROPIEDADES

Una sal es un sistema multicomponente, en el cual hay una transferencia de proton
del compuesto 4cido al basico. La formacién de sales se ve favorecida por la presencia de
grupos funcionales nitrogenados y grupos carboxilicos en las moléculas. Se estima que
mas del 50% de farmacos son administrados como sales. Se sabe que la formacion de
sales a partir de IFAs puede mejorar la solubilidad acuosa y en algunas ocasiones, modificar

las propiedades biofarmacéuticas [64].

Al elegir un formador de sal farmacéutica es importante conocer la toxicidad del
compuesto. Los formadores de sal se clasifican en: formadores de primera clase; que son
formadores de uso comun, que no representan “peligro” fisiolégico ni interfieren en las vias
bioquimicas formando metabolitos; formadores de segunda clase; que usualmente son
compuestos que no se encuentran en la naturaleza y deben ser sintetizados, y que generan
baja toxicidad y en ocasiones tolerancia; y por ultimo, los formadores de tercera clase; que
son formadores sintetizados para un efecto especifico como la formacién de un par iénico
[64]. También existe una lista de compuestos aceptados por la FDA, la lista GRAS, en la

cual se incluyen excipientes que son seguros para usarlos en alimentos o medicamentos.

2.4.1 Efectos biolégicos del uso de sales

Influencia en la farmacocinética

La farmacocinética describe los procesos a los que se somete el farmaco a través
del organismo.[64] La figura 7 describe las principales etapas involucradas en los procesos
biolégicos relacionados con la administracién de un farmaco, y donde puede ocurrir un
cambio de la forma salina. Las fases donde hay una alta dependencia de las propiedades

fisicas de la forma sélida en la cual se encuentra el IFA, son disolucién y la absorcion [64].

I ¥

Administracion Disolucién de

. Absorcién Distribucion Metabolizacion Eliminacion
del farmaco la sal

'
Sitio de
accion

Figura 8. Esquema de las principales etapas involucradas en la farmacocinética de los farmacos.
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En la tabla 4 se enlistan varios factores que impactan en el proceso de la absorcién

de una sal, con un ejemplo reportado en cada caso para el cual se describe la afectacion

[65].

Tabla 4. Ejemplos de factores que impactan la forma de la sal en el proceso de absorcion

Factor

Ejemplo

Velocidad de disoluciéon

Efecto del ion comun

Solvatacion

Solubilizaciéon

Par i6nico

Actividad de superficie

Estabilidad en el lumen

fisiolégico

Una tableta del farmaco Imipramina cambia a lenta liberacion
usando la sal de pamoato en lugar del clorhidrato.

La solubilidad del clorhidrato de la prazosina en agua es de
1.4 mg/mL, mientras que en solucién 0.1 M HCI es de 0.037
mg/mL.

La forma anhidra de la ampicilina es soluble en agua, a
diferencia de su forma trihidratada que es solo ligeramente
soluble en agua.

La sal laurato de propanolol tiene una biodisponibilidad mayor
al clorhidrato correspondiente.

La formacion de pares ionicos con el carboxilato del 4cido
oleico o laurico incrementa el transporte cationico del farmaco
en la piel.

La relacion lineal entre la velocidad de absorcion y la tension
superficial de los buffers difiere de los aniones observados.

La sal entre penicilina y 8-cloroteofilina se reporté como
soluble en agua, pero no en solucién fisioldgica.

La relevancia de estos factores varia en dependencia de la via de administracién

del farmaco, ya sea oral, rectal, subcutanea, etc. Al seleccionar al agente formador de sal

es importante considerar las condiciones fisiolégicas y conocer las variables que impactan

directamente a la molécula en las diferentes fases de los procesos biolégicos involucrados.

Influencia en las propiedades farmacodinamicas.

La farmacodinamica describe el efecto del farmaco en el organismo. Dependiendo

del uso terapéutico, generar una sal puede prolongar o acelerar la liberacion del

componente activo con el fin de eliminar propiedades indeseables u optimizar el indice

terapéutico, ya sea reduciendo altas dosis o efectos adversos [65].
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2.5 TECNICAS DE CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

En este proyecto la caracterizacion estructural de las nuevas fases solidas se realiza
utilizando técnicas como espectrofotometria de infrarrojo (IR), difraccién de rayos X de
monocristal y de polvos. Mientras que la caracterizacion fisica se utilizan técnicas de
calorimetria diferencial de barrido DSC y analisis termogravimétrico (TGA).

Tabla 5. Tipo de fendbmeno energético en cada region del
espectro electromagnético correspondiente

Region del espectro Fenémeno energético
Infrarrojo (IR) Vibracién de enlaces
Rayos-X Difraccion

Ultravioleta-visible (UV-vis) Transicion de electrones

2.5.1 Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

La mayoria de los compuestos que tengan enlaces covalentes, ya sean organicos o
inorganicos, absorben varias frecuencias de radiacién electromagnética en la region
infrarroja del espectro electromagnético. La muestra al ser expuesta a la radiacién infrarroja
absorbe una parte de la energia del haz que se convierte en energia vibracional. Esta
absorcion puede ser cuantificable, y el espectro vibracional aparece en forma de bandas y
no de picos, ya que el cambio de las energias de vibracion esta acompafiado por cambios
de las energias de rotacion. Las bandas de vibracion-rotacion suelen ocurrir dentro del
intervalo de 4000 y 400 cm™ [65].

La energia de una vibracion y la longitud de onda del correspondiente maximo de
absorcion, pueden ser afectadas por otros osciladores de la molécula o estar acoplados a
ellos. La vibracion simétrica no causa cambios en el momento dipolar, porque dos atomos
se mueven en forma simultanea alejdndose o acercandose del atomo de carbono central;
entonces la vibraciéon simétrica es inactiva en el infrarrojo. En la vibracion asimétrica, un
atomo se aleja del &tomo central a la vez que éste se acerca al otro atomo lateral (Figura
8). Las dos vibraciones de flexion son los componentes resultantes, perpendiculares entre
si, de los movimientos de flexion en todos los planos posibles alrededor del eje del enlace
(Figura 10). Debido a que el &tomo central no esta en linea con los otros dos, una vibracion
de estiramiento simétrico produce un cambio en el momento dipolar y, por consiguiente, es
activo en el infrarrojo (Figura 9). El distinto comportamiento de las moléculas triatdbmicas

lineales y no lineales con dos y tres bandas de absorcion, respectivamente, ilustra cémo, a
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veces, puede usarse la espectroscopia de absorcidn en el infrarrojo para deducir la forma
de una molécula (Figura 8-11) [66], [67].

C+—"0—0 O—0—0

Simétrica Asimétrica

) ) y y Tension simétrica
Figura 9. Vibracion de tension

Figura 10. Tension simétrica

Tijereteo Tensidn asimétrica

Figura 11. Tijereteo Figura 12. Tensién asimétrica

La longitud de onda de absorcion dependera de la masa relativa de los atomos, la
fuerza de los enlaces y la geometria de los &tomos, la cual se relaciona a grupos funcionales
y/o enlaces especificos. La intensidad de las bandas se puede expresar en transmitancia
(T) o absorbancia (Abs). Transmitancia es la radiacion que incidié la muestra sin ser
absorbida; mientras que la absorbancia es el reciproco de la transmitancia. El equipo que

permite medir el espectro de absorcidn se llama espectrofotometro de infrarrojo [65].

Es importante mencionar que el espectro de IR se utiliza en conjunto con otros datos
de identificacion para determinar la conectividad en estructuras moleculares, es una

herramienta que frecuentemente no funciona de manera independiente y aislada.

2.5.2 Difraccion de rayos-X

La difraccién de rayos X de polvos (DRX) es una técnica no destructiva que sirve
para analizar un amplio rango de materiales, tales como minerales, polimeros, compuestos
farmacéuticos, entre otros. La DRX ha llegado a ser un método indispensable para la
caracterizacion de los materiales. Por otro lado, la DRX de monocristal es una técnica de
andlisis no destructiva, la cual se emplea para determinar la disposicion atémica en tres
dimensiones dentro de la muestra. Es una herramienta de gran utilidad en el campo de la

investigacion tanto académica como a nivel industrial, ya que se aplica en todas las ramas
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de la quimica (determinacion de estructuras de moléculas pequefias, materiales,
biomoléculas y mediciones de densidades electronicas) [65].

Cuando las ondas de luz atraviesan una ranura estrecha, éstas se dispersan y
pareciese que ‘se abren’; este fendmeno se conoce como difraccién. Cuando la luz
atraviesa varias ranuras angostas proporcionalmente espaciadas, las ondas dispersadas

se relacionan formando una serie de picos que se conocen como patrén de difraccién [68].

X Plano Normal P

Figura 13. Representacion de
la Ley de Bragg de la difraccion
de rayos-X [65].

La figura 12 ilustra el fenémeno de la difraccion de rayos-X. Cuando los rayos-X son
dispersados en un entorno ordenado de un cristal, tienen lugar fenémenos de interferencia
entre los rayos dispersados, ya que las distancias entre los centros de dispersion (atomos
en moléculas) son del mismo orden de magnitud que la longitud de onda de la radiacion.
Se genera difraccién si el haz de rayos-X se hace pasar a través de una pelicula fina de
materia cristalina.

La ley de Bragg representa la ecuacion fisica para poder analizar con este método.
Cuando un haz de rayos X choca con la superficie de un cristal en un angulo theta (6), una
porcion del haz es difundida por la capa de atomos de la superficie. La porcién no
dispersada del haz penetra la segunda capa de atomos donde, de nuevo, una fraccion es
difundida, y la que queda pasa a la tercera capa, y asi sucesivamente. El efecto acumulativo
de esta difusion producida por los centros con separaciones regulares del cristal es la
difraccion del haz, de la misma forma que la radiacion visible se difracta en una red de

reflexion [68].
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2.5.3 Andélisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico registra de forma continua el cambio de peso de una
muestra colocada en una atmosfera controlada, todo esto en funcion de la temperatura y el
tiempo. Existen dos métodos para esta técnica: uno en el que la temperatura aumenta de
manera lineal respecto al tiempo (experimento dinamico) y el otro, en el que la temperatura

es constante (isoterma) durante todo el experimento [63].

2.5.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
La calorimetria es una técnica experimental, la cual mide la energia necesaria para
establecer a un valor cercano a cero la diferencia de temperatura entre una muestra y una

referencia, esto mientras ambas estan sujetas a temperaturas idénticas.

Mientras la muestra se mantiene a la misma temperatura que un estandar de
referencia a temperatura controlada, el cambio del flujo de energia de la muestra definira si
€s un proceso exotérmico o endotérmico. Es una técnica que cuantifica el area bajo la curva
del termograma que se relaciona con las entalpias de transicion de fase en el caso de
polimorfos o0 procesos energéticos que ocurren durante el aumento de temperatura, por

ejemplo, fusién, sublimacion, desolvatacién, descomposicion, etc [69].

2.6 CARACTERIZACION BIOFARMACEUTICA DE FASES SOLIDAS DE IFAs
Es de gran relevancia la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas al formar

nuevas fases sélidas, ya que éstas pueden proporcionar cambios en las propiedades
biofarmacéuticas de relevancia. Al predecir la biodisponibilidad in vivo, estas pruebas son

de interés en el area farmacéutica.

2.6.1 Estabilidad de fase y estabilidad indicativa

El andlisis de estabilidad de fase permite determinar si una fase cristalina es estable
0 se transforma a otra al entrar en contacto con medios acuosos durante un periodo
determinado de tiempo. Este estudio se realiza con una muestra usando agitacion a
temperatura constante en un medio acuoso durante diferentes tiempos. Se adiciona un
exceso de la muestra para generar una solucién sobresaturada. Al final del experimento se

filtra el solido y se analiza por DRXP.

En las pruebas de estabilidad indicativa se evalla si una fase cristalina es estable
al someterla a variaciones de temperatura y humedad. Las muestras se introducen en

camaras climaticas durante 1 mes con humedad y temperatura controladas a las siguientes
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condiciones: 40°C en calor seco, 50°C en calor seco y 40°C en humedad relativa de
75%.[70] Estas condiciones de humedad y temperatura se eligen considerando los
diferentes tipos de climas en las diferentes ubicaciones de la Republica Mexicana bajo la
norma NOM-073-SSA1-2005 [71].

La estabilidad de una fase cristalina es un pardmetro importante para evaluar y
abarca estabilidad fisica y quimica. El estudio permite determinar si la fase cristalina se
conserva o se transforma en otra al encontrarse en contacto con medios acuosos durante

un tiempo determinado [64].

Las pruebas de estabilidad acelerada ante la temperatura y humedad se evalGan
con el fin de identificar cual condicion de almacenamiento es la mas conveniente para un
IFA.[53], [72] La humedad y la temperatura pueden transformar las especies cristalinas a
fases amorfas polimorfos [29].

2.6.2 Solubilidad y disolucién

La velocidad de disolucion (factor cinético) y la solubilidad (factor termodinamico)
pueden desempefar un papel importante con respecto a la biodisponibilidad de un
compuesto (farmaco). La disolucién se refiere al proceso general mediante el cual la fase
solida del farmaco se disuelve en un medio liquido (disolvente) a una temperatura
determinada, mientras que la velocidad de disolucion se refiere a la cinética de disolucion.
La velocidad de disolucion intrinseca (VDI) se refiere a la velocidad de disolucién del
compuesto puro bajo la condiciébn de superficie constante. La manipulacién de estas
propiedades fisicoquimicas para lograr la farmacocinética deseada es de suma importancia

en la industria farmacéutica [17].

2.6.3 Coeficiente de particién
Cuando una sustancia se agrega en una mezcla de disolventes inmiscibles, ésta se

distribuye entre los dos disolventes dependiendo de la afinidad a la fase. Si el compuesto
es polar, tendra afinidad a la fase acuosa, pero si el compuesto es no polar se ubicara en
la fase organica. La distribucion de una sustancia en diferentes medios de disolventes se
cuantifica por el coeficiente de particion y se expresa matematicamente de la siguiente
forma:

_ [organico ]

"~ [acuoso]
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Donde P es el coeficiente de particion, [orgénico] la concentracion de la sustancia
en la fase organica empleada y [acuoso] la concentracion de la sustancia en la fase acuosa
[1].

La solubilidad acuosa y lipidica de un compuesto depende de la medida en que esté
se ionice, que a su vez dependera del pKa de los grupos acidos y basicos implicados en el
compuesto y el pH del entorno. El coeficiente de particion es una prueba biofarmacéutica
en la que una sustancia se aflade a un par de disolventes inmiscibles; segun su afinidad
para cada fase, se distribuye entre los dos disolventes. Esta prueba es muy util como

modelo para explicar el grado de absorcidén del farmaco en el cuerpo [35].
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3 HIPOTESIS

La generacién de una nueva fase diastereoisomeérica cristalina de R-baclofeno con
un coformador carboxilico quiral tal como el 4cido L- o D-mdlico, el acido L- o D-lactico, el
acido L- o D-tartérico o el 4cido L- o D-citrico que permitira la resolucion quiral del racemato

RS-baclofeno.

Se espera una mejora de la biodisponibilidad del baclofeno, empleando la fase

multicomponente formada con un coformador carboxilico.

4 JUSTIFICACION

La espasticidad es un trastorno del sistema motor; se asocia con dafio en el tracto
corticoespinal y es una complicacibn comuin de las enfermedades neurolégicas. Las
enfermedades y sindromes en donde la espasticidad puede ser un sintoma prominente
incluyen pardlisis cerebral, esclerosis multiple, apoplejia, lesiones en la cabeza y la médula
espinal. El baclofeno es un farmaco empleado para el tratamiento contra espasticidad; el
cual se comercializa como mezcla racémican [34]. Esta demostrado que el enantibmero R-
baclofeno posee la actividad terapéutica y su actividad es 100 veces superior al diastomero.
Este fArmaco se asocia con varios efectos adversos como sedacion, somnolencia, debilidad

y mareos que pueden deberse al enantiomero inactivo (S-Bac) [73].

Existen varios métodos de separacion de los enantibmeros en un racemato. Una via
para lograr la resolucién quiral es la cristalizacion de una mezcla racémica en presencia del
coformador quiral que puede dar lugar a la inclusion de dos o0 mas componentes en una

misma estructura cristalina [74], [75].

Al suceder modificaciones en la estructura se permite y facilita la separacion.
Basandonos en la técnica que nuestro grupo de investigacion establecié recientemente
entorno a fases cristalinas diastereoisoméricas del racemato de Praziquantel (PZQ), este
trabajo buscara la resolucion de otro farmaco comercializado en forma de racemato en
México via la formacion de un cocristal o una sal diastereisomérica con un coformador quiral

inocuo para la salud [76].
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Con base en los antecedentes, el objetivo general de este proyecto de tesis es lograr
la resolucion quiral de la mezcla racémica del RS-baclofeno por cristalizacion fraccionada
utilizando un formador de cocristal o sal quiral tal como el &cido L- o D-malico, el &cido L- 0
D-lactico, el acido L- o D-tartarico o el &cido L- o D-citrico.

Evaluar si la nueva fase diastereoisomérica del R-baclofeno presenta una mejora de
la permeacién del R-baclofeno.

5.2 Objetivos Especificos
Sintetizar de una sal/cocristal que solo contenga R-baclofeno empleando un
coformador quiral tal como el 4cido L- o D-malico, el acido L- o D-lactico, el acido L-

o D-tartérico o el acido L- o D-citrico.
4 Aislar de la fase soélida que contenga el enantibmero activo (R-baclofeno).
Caracterizar de la(s) nueva(s) fase(s) sélida(s) obtenida(s).

4 Evaluar de las propiedades biofarmacéuticas de la(s) nueva(s) fase(s) soélida(s)
obtenida(s).
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6 MATERIALES

6.1 Reactivos

RS-baclofeno (Sigma Aldrich) Metanol (High Purity)

Acido L-malico (Sigma Aldrich) Etanol (High Purity)

Acido D-mélico (Sigma Aldrich) Acetato de etilo (J.T. Baker)
Acido DL-malico (Sigma Aldrich) Tetrahidrofurano (J.T. Baker)
Acido clorhidrico al 36% Cloroformo (J.T. Baker)

Agua desionizada Purelab Tolueno (J.T. Baker)

Acetonitrilo (J.T. Baker) Fosfato dihidrogenado de potasio
Acetona (J.T. Baker) n-Octanol (J.T. Baker)

6.2 Materiales

Viales de vidrio con taparosca Pyrex, vasos de precipitado Kimax de 10 mL, 50 mL,

100 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL y 2000 mL, matraz quitazato Pyrex de 50 mL, matraces
volumétricos Pyrex de 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL, 250 mL y 500 mL, pipeta graduada

Pyrex de 10 mL, pipetas pasteur, probeta de plastico Kimax de 500 mL, tubos de ensayo

de vidrio Pyrex, espatulas, agitadores magnéticos, perillas, filtros de celulosa Whatman No.

3, tamafio de poro 35 um, jeringas de plastico, celda de cuarzo para equipo UV Varian,

tubos Eppendorf de 10 mL.

6.3 Equipo

Balanza analitica OHAUS Adventurer

Potenciometro Thermofischer Scientific

Destilador de agua Elga OptionR7BP

Espectrofotometro UV-Vis Varian® Cary 50

Molino mecénico de bolas Retsch® MM400

Parrilla de agitacion CIMAREC

Equipo de difraccion de rayos-X de polvos Brucker AXS modelo D8 Advanced

Equipo de difraccién de rayos-X de monocristal Agilent Technologies SuperNova

equipado con un detector de area CCD (E0sS2)

Equipo de termogravimetria acoplado a calorimetria TA Instruments modelo SDT
Q600
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Equipo de espectrofotometria infrarroja ThermoScientific FT-IR NICOLET 6700
Agitador Vortex Genie 2 Scientific Industries® Serie:377507 con 10 velocidades
Vortex Multitubos Thomas Scientific modelo:02-215-450

Bomba de vacio VACCUBRAND RZ 2.5

Prensa hidraulica Perkin EImer® Modelo: 15 Ton

Bafio de agua Ultrasonido ULTRASONIC No. Serie: 243-1990-012b

Disolutor Varian® VK 7010

Centrifuga G560 Scientific Industries

Equipo de destilaciéon de agua Elga® modelo classic
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7 METODOLOGIA
7.1 Arbol de decisién

En la Fig. 14 se presenta un diagrama general de la metodologia empleada para la
obtencion y caracterizacion de las nuevas fases sélidas. Primero se realizé un analisis
supramolecular, y después de la seleccion de los formadores se procedid al rastreo
sistematico para las posibles fases sélidas. En caso de observar cambios en los patrones
de difraccion de rayos-X de polvos en comparacion con las materias primas, se procedio a

la caracterizacion y evaluacién biofarmacéutica, asi como el aislamiento de monocristales.

nalisis supramolecular de
baclofeno y sus fases
conocidas

Eleccién de
coformadores

\qus\

Obtencion de una
nueva fase soélida de
R-Bac

Screening de productos utilizando
molienda mecanica para la preparacion y
DRXP e IR para la caracterizacion
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Figura 14. Arbol de decision empleado en la investigacion para la obtencion de una
nueva fase solida de R-baclofeno
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7.2 Materias primas

El RS-baclofeno y los formadores de cocristales/sales utilizados en este proyecto
como materias primas se caracterizaron para corroborar la identidad de cada uno, y asi
tener los datos de referencia para comparar con los datos correspondientes de las nuevas
fases sdlidas que se obtendrian posteriormente. La caracterizacion se realizé con las
siguientes técnicas: espectroscopia de IR, difraccibn de rayos-X de polvos (DRXP) y

analisis termogravimétrico/calorimetria diferencial de barrido (TGA/DSC).

Se cuenta con la licencia para el acceso a la base de datos de rayos-X de
monocristal del Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) en Cambridge, Inglaterra,
la cual contiene los datos cristalogréaficos de compuestos organicos y organometalicos que
han sido publicadas en revistas indexadas de circulacion internacional. De esta base se
descargaron todas las estructuras cristalinas relacionadas con baclofeno con el fin de
analizar las estructuras supramoleculares. Esto permite conocer posibles sintones de
interaccion con un coformador y compararlas con las estructuras obtenidas en el presente
trabajo. En el programa Mercury version 3.0 se visualizaron y analizaron los
empaquetamientos cristalinos de la sal, tanto los obtenidos experimentalmente como los

extraidos de la base de datos CCDC.

7.3 Generacion de Nuevas Fases Soélidas (NFS)

Las nuevas fases sdélidas de R-baclofeno se sintetizaron a partir del RS-baclofeno y
coformadores quirales por molienda mecanica asistida con solvente (metanol), utilizando
un molino mecéanico de bolas Retsch® MM400. Las moliendas se llevaron a cabo por 30

minutos a 25 Hz.

7.3.1 Aislamiento de R-Bac:L-MA por cristalizacién por evaporacién

La cristalizacién fraccionada de sélidos es una técnica para muy utilizada la
purificacion de sélidos; otras técnicas para purificar solidos incluyen sublimacioén, extraccion
y cromatografia. En esta tesis se estudié en la cristalizacion fraccionada del producto de
molienda RS-Bac:L-MA a partir de una soluciébn en una gama de disolventes que se
eligieron con base en su punto isoeléctrico. Los disolventes empleados fueron: agua,
acetonitrilo (CHsCN), metanol (MeOH), etanol (EtOH), acetona (CH3COCHs3),
tetrahidrofurano (THF), acetato de etilo (AcOEt), cloroformo (CHCIs), éter etilico (C4H100),
tolueno (PhCHs) y hexano.
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La eleccion del disolvente para el proceso de cristalizacién es importante; para
seleccionar el disolvente adecuado se busca uno con propiedades de solubilidad diferente
para el soluto deseado y el soluto no deseado, de tal forma que en la cristalizacion
fraccionada se formen cristales Unicamente de uno de los dos solutos. Ademas, el punto de
ebullicion del disolvente debe ser bajo para poder eliminarse facilmente de los cristales; asi
mismo, el disolvente no debe reaccionar de manera quimica con la sustancia que se esta
purificando [77].

Las soluciones saturadas del compuesto se prepararon con un exceso del producto
de molienda en un vial usando 4-7 mL del disolvente elegido bajo agitacion y calor. Después
de solubilizarlo, las muestras se filtraron para eliminar particulas y de la solucion se dejé
evaporar lentamente parte del disolvente a temperatura ambiente. Para una evaporacion

mas lenta del disolvente, los viales se taparon con papel parafilm perforado.

7.4 Caracterizacion fisicoquimicay estructural de las nuevas fases soélidas
Las fases sdlidas generadas en este proyecto se caracterizaron por las técnicas que

se describen a continuacion.

7.4.1 Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

La caracterizacion por medio de esta técnica se realizé en un espectrofotometro de
Infrarrojo ThermoScientific FT-IR NICOLET 6700. Se realizaron barridos de 4000 a 500 cm?
y los espectros fueron analizados en el programa OMNIC version 8.1, observando y
comparando los desplazamientos de las bandas de los productos de molienda respecto a

las materias primas.

7.4.2 Difraccion de rayos-X de polvos (DRXP)
Se obtuvieron nuevas fases multicomponente sélidas; una mezcla de fases
enantioméricas de las sales R-Bac:L-MA y S-Bac:D-MA, una mezcla de fases

diastereoisoméricas de las sales R-Bac:L-MA y S-Bac:L-MA y la fase pura de R-Bac:L-MA.

Los productos de molienda entre RS-Bac:L-MA y RS-Bac:DL-MA se analizaron bajo
las mismas condiciones que las materias primas correspondientes, usando el difractometro
Brucker AXS modelo D8 Advanced. Las muestras fueron analizadas durante 20 minutos
variando el angulo 26 de 5 a 45 grados, y los patrones de difraccién de las muestras se

compararon entre si para poder concluir si se obtuvo una nueva fase sélida.

31



Los datos obtenidos se procesaron en el programa Origin 8.0. Se compararon los
patrones de difraccion de las materias primas con los productos de las reacciones de

molienda.

7.4.3 Difraccion de rayos-X de monocristal (DRX monocristal)

La difraccion de rayos-X de un monocristal de R-Bac:L-MA se realiz6 a una
temperatura de 100 K con un difractdmetro Agilent Technologies SuperNova equipado con
un detector de area CCD (E0sS2), usando radiacion de Mo-Ka (A=0.71073 A) a partir de

una fuente de rayos X con microfoco y un enfriador Oxford Instruments Cryojet.

7.4.4 Andlisis termogravimétrico/Calorimetria diferencial de barrido (TGA/DSC)

El analisis termogravimétrico y calorimétrico de la sal y las materias primas se llevo
a cabo en un equipo acoplado TA Instruments modelo SDT Q600. Para ello, en crisoles de
aluminio se colocaron 3 mg de muestra y se analizaron en un rango de temperatura 25-400
°C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min y un flujo de 50 mL/min de nitrégeno
gaseoso como purgante inerte.
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7.5 CARACTERIZACION BIOFARMACEUTICA

7.5.1 Determinacion de la estabilidad de fase

La evaluacién de la estabilidad de fase determina si la fase bajo estudio se conserva
0 se transforma a otra al estar en contacto con medios acuosos. Para esta prueba, se
colocaron 50 mg del producto de molienda de RS-Bac:DL-MA en 0.5 mL de buffer de
fosfatos pH 4.5 a 37 °C en agitacion; se tomaron alicuotas a diferentes tiempos (1, 10, 13,
17, 20, 30, 60 y 90 minutos) que se filtraron; el solido fue analizado por DRXP. La prueba
se realiz6 también en una solucién de HCI (0.1 N pH 1.2) bajo el protocolo previamente
descrito, pero tomando muestras a tiempos de 4, 6, 8, 10, 20 y 30 minutos.

7.5.2 Estabilidad indicativa
Se pesaron muestras de 40 mg de sélido cristalino (RS-Bac:DL-MA, baclofeno y
acido malico) las cuales se introdujeron en cdmaras climaticas con humedad y temperatura

controlada durante 1 mes por triplicado a las siguientes condiciones:

= Temperatura de 40 °C, calor seco
= Temperatura de 50 °C, calor seco
= Temperatura de 40 °C, humedad relativa de 75%

Esta prueba se realiz6 en las camaras climaticas de los Laboratorios Senosiain
S.A.de C.V.

7.5.3 Método de cuantificacién de baclofeno
Como en los casos anteriores, el fin del estudio no solo es generar la resoluciéon
quiral de una mezcla racémica, si no también evaluar modificaciones de algunas

propiedades biofarmacéuticas que pudieran ser de interés farmacéutico.

Para la cuantificacion de las pruebas biofarmacéuticas, fue primero necesario
generar la curva de calibracién del RS-baclofeno. Esta curva se realizdé por triplicado
cumpliendo con las condiciones de variacion segun la NOM-177 [78]. No se realizaron
curvas de calibracion para el &cido L-malico ya que carece de cromoéforos que absorben en
la longitud de onda 220 nm usado en el andlisis por espectrofotometria de UV-visible [76].

Para validar la curva se necesitan como minimo 5 puntos de referencia, los cuales
se prepararon a partir de un stock a una concentracion de 0.4 mg/mL de baclofeno y el
medio de solucién HCI 0.1 N. La solucién stock se generé en un matraz volumétrico de 50

mL, colocando 20 mg de RS-baclofeno y aforandolo con el medio previamente descrito a
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una concentracion de 0.4 mg/mL. Las concentraciones empleadas para la curva de
calibracién de RS-baclofeno fueron: 0.0052, 0.0078, 0.0104, 0.0208, 0.039 y 0.078 mg/mL.
Se agitaron en un vortex para que estuviesen homogéneas y se leyeron con el equipo de

espectrofotometria UV-Visible en una cubeta de cuarzo a una longitud de onda 220 nm [78].

Para una curva de calibracién es necesario calcular el coeficiente de variacion
porcentual (%CV) y la regresion de la gréfica para corroborar su linealidad. Esto se realiza
en triplicado a las diferentes concentraciones empleadas bajo los protocolos establecidos

en la norma mexicana de validacion [79].

7.5.4 Determinacion del perfil de disolucion intrinseca

La determinacion del perfil de disolucién intrinseca se realizdé por triplicado
empleando el aparato de Wood con un area constante expuesta al medio de 0.5 cm?. El
disolutor utilizado fue un equipo Varian® VK7010 conectado a un recirculador de agua
Varian® VK 750DK.

Se pesaron 130 mg del sélido a examinarse que se comprimié a 80 bar por 30
segundos utilizando la prensa hidraulica Perkin EImer® y un pistén de acero inoxidable. La
tableta se colocé en el aparato de Wood que se acomodo en el disolutor bajo los protocolos

establecidos en el laboratorio.

El vaso del disolutor requiere de un medio de relevancia farmacopéica y que pudiera
ser cuantificado por el método de UV Visible, de modo tal que se utilizé una soluciéon HCI
0.1 N [14]. ElI medio se prepard con agua desionizada y HCI (36%) y se desgasificd por

sonicacion durante 45 minutos.

Una vez el medio colocado en los vasos (500 mL), se comenzé la prueba de
disoluciéon con base en un procedimiento de operacion normalizado estipulado por la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) [63]. La velocidad de agitacion fue
50 rpm con una temperatura constante de 37 °C. La duracion de las pruebas fue de 18
minutos, muestreando en los minutos 3, 6, 9, 12, 15y 18 y reponiendo el volumen extraido
con medio fresco a 37°C para mantener el volumen constante.

El baclofeno disuelto en el medio en los diferentes tiempos, se cuantificé por medio
de espectrofotometria UV-Vis usando un instrumento Varian® Caray 50. Las muestras se
leyeron a una longitud de onda 220 nm en una celda de cuarzo con capacidad de 3 mL y la

cantidad disuelta se establecié con base en los datos obtenidos de la curva calibracion.

34



El coeficiente de disolucion intrinseca se extrajo del perfil de disolucion, graficando
en el eje X tiempo (minutos) y en el eje Y la concentracion disuelta acumulada en gramos
sobre la superficie expuesta (g/cm?). De la gréfica obtenida se calcularon los valores de
regresion lineal, siendo la pendiente de la recta la velocidad de disolucién intrinseca, mejor

conocida como coeficiente de disolucién intrinseca (mg acumulados/cm? min).

7.5.5 Coeficiente de particién
La prueba para determinar el coeficiente de particién se realiz6 por triplicado. Se
utilizaron los equipos Vortex Multitubos Thomas Scientific, centrifuga G560 Scientific

Industries y equipo de UV-Visible Varian® Cary 50.

Se emplearon soluciones stock de RS-baclofeno y de la sal RS-Bac:DL-MA a una
concentracion de 100 pg/mL de baclofeno (para la sal se realizaron los calculos
correspondientes de manera tal que fueron equivalentes las cantidades del ion del &cido
malico respecto al ion de cloruro del medio). El medio usado para la preparaciéon de las
soluciones stock y la fase acuosa de la prueba fue una soluciéon HCI 0.1 N.

A un tubo Eppendorf de 10 mL se adicionaron 8 mL de la solucién con una
concentracion de 100 pg/mL de la alicuota de baclofeno o la sal, 4 mL del medio acuoso y
4 mL de n-octanol. Las mezclas se agitaron durante 3 horas en un multivortex y se dejaron
en reposo6 durante 10 minutos; las fases se separaron centrifugando las muestras durante
1 hora a 4000 rpm. La concentracién de baclofeno se determiné en la fase acuosa usando
un espectrometro UV-Vis a 220 nm en base a la curva de calibracién establecida con
anterioridad [80].
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8 RESULTADOS Y DISCUSIONES
8.1 Caracterizacién de las materias primas para la obtencidn de una nueva fase de

R-baclofeno

Se comenz6 el screening empleando los acidos malicos por su disponibilidad. Una
vez obtenidas las NFS con acido malico no se continu6 analizando la lista de coformadores.

Las materias primas utilizadas para el screening en blsqueda de obtencion de la
fase multicomponente fueron RS-baclofeno y los acidos D-, L- y DL-malico.

La identidad y pureza de las materias primas a utilizar en los ensayos de molienda
y molienda asistida por disolvente se corrobor6 mediante DRXP, espectroscopia de IR y
TGA-DSC;
previamente. Se emplearon 3 lotes diferentes de RS-baclofeno que fueron comparados

los datos se compararon con los correspondientes datos reportados
entre si para asegurarse que no hubiese variacion, como se observa en la Figura 14. Los
lotes que fueron proporcionados por Sigma-Aldrich tuvieron la misma fase; sin embargo, al
comparar los patrones de difraccion de rayos X de polvos obtenidos con el reportado (Fig.
14) se observo que los patrones no coinciden. De acuerdo a la literatura, existe un polimorfo
del baclofeno no caracterizado aun, por lo deducimos que posiblemente se trabajo con

dicho polimorfo [60].
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Figura 15. Patrones de DRXP de los Figura 16. Patrén de difraccion del formador de

diferentes lotes de baclofeno utilizados en el
proyecto, comparado con el patron reportado
en la literatura [10], [13] Patrén de difraccién
de a) RS-baclofeno reportado, b) ler lote de
RS-baclofeno, c) 2do lote de RS-baclofeno y d)
3er lote de RS-baclofeno. Nota: Los datos para
a) fueron obtenidos de la Base de Datos
Cristalogréficas de Cambridge (CSD).

sal empleado, acido D-, L- y DL-mélico. El patron
de difraccion a) patrén simulado del cristal
reportado del 4cido DL-ma4lico, b) lote de Acido
DL-malico, c¢) patrén simulado del cristal
reportado del acido L-malico, d) lote de acido L-
malico y e) lote de acido D-malico [80]-[83].
Nota: Los datos para a) y c¢) fueron obtenidos de
la Base de Datos Cristalograficas de Cambridge
(CSD).
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Se analizaron y compararon los patrones de difraccion de rayos X del &cido malico
racémico y de sus formas enantiopuras, tanto L- y D- como el DL-MA con lo reportado en la
literatura. La figura 15 confirma la identidad de los acidos malicos al coincidir los patrones
de difraccién reportados con los obtenidos de las materias primas. El método de difraccién
de rayos-X de polvos no permite diferenciar entre los enantiomeros debido a que poseen
las mismas propiedades fisicas; una de las formas de diferenciar un enantibmero es por
rotacion optica. El patron de DRXP de la mezcla racémica es diferente al de las fases
enantiopuras pero corresponde al calculado del &cido DL-malico, lo que indica que la fase
contiene ambos enantiomeros en una misma red cristalina. También se analizaron los
espectros de FT-IR de las materias primas, donde se observan las bandas caracteristicas
de cada compuesto, que posteriormente permitieron analizar cambios en los espectros de
las nuevas fases obtenidas (Fig. 16)
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Figura 17. Espectros de FT-IR de los reactivos que se utilizaron como materias primas en este
trabajo; a) RS-baclofeno, b) acido L-malico, c) acido D-malico y d) acido DL-malico
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El andlisis por termogravimetria-calorimetria diferencial de barrido nos ayuda a
monitorear la pérdida de masa y los eventos térmicos como el punto de fusién o la
temperatura de descomposicion que presenta una muestra frente a un cambio (aumento)
de la temperatura. EI RS-baclofeno (Fig. 17) empieza a fundir a una temperatura de
aproximadamente 211 °C, el acido L- y D-Malico a 103 °C y el acido DL-mélico a 130 °C.
Posteriormente, el RS-baclofeno y los acidos L- y DL-malico empiezan a evaporarse (Fig.
17,18y 19).
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Figura 18. Curva de TGA/DSC del RS-baclofeno
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Figura 20. Curva de TGA/DSC del 4cido DL-MAlico.
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8.2 NFS de R-baclofeno con acido malico

Para la busqueda de nuevas fases soélidas de R-Bac se emplearon como
coformadores los &cidos malicos (L-, D- y DL-), debido a que los grupos funcionales COOH
y OH favorecen la formacion de interacciones con los grupos presentes en la molécula del
baclofeno (-NHz, y COOH). Ademas, existen reportados en la bibliografia solidos

multicomponentes con RS-Bac empleando como coformadores a &cidos carboxilicos [76].

8.2.1 Generacién de una NFS entre R-baclofeno y acido malico

La obtencién de las nuevas fases sdlidas se logro primero a través de molienda sin
disolvente utilizando una estequiometria 1:1 entre R-Bac y el coformador. Los productos
obtenidos en cada molienda se analizaron por DRXP y espectroscopia de IR. Los patrones
de difraccion obtenidos de los productos de molienda se compararon con los patrones de
difraccién de las materias primas. La aparicion de nuevos picos indica la obtencién de una
nueva fase sdlida de R-Bac y cuando hay ausencia de picos correspondientes a las
materias primas, se deduce que la fase obtenida es pura.

Los 3 productos de reaccion obtenidos mostraron la formacién de una nueva fase
(no se observan picos remanentes de materia prima). No obstante, las nuevas fases solidas
exhibian patrones de difraccion de rayos X diferentes para las reacciones entre RS-

baclofeno con el acido DL-malico y los &cidos D- y L-malico (Fig. 20)
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Figura 21. Patrones de difraccién de rayos-X de polvos de los productos de molienda entre
RS-baclofeno y los acidos L-, D- o DL- malico en comparacion con los patrones de las
materias primas. Los picos marcados con asterisco corresponden a la fase R-Bac:L-MA que
fue caracterizado por DRX de monocristal.

En la Figura 21 se ilustran los patrones de DRX del producto de molienda asistida
por disolvente entre RS-baclofeno y el acido DL-Malico empleando diferentes disolventes
(agua, metanol y acetona) para analizar si también en estos casos se obtiene la misma
fase. Se observa que el producto pierde cristalinidad utilizando agua, pero empleando
metanol y acetona tiene buena cristalinidad, ademéas de ser menos complejo de manipular

y extraer de los contenedores.

41



a)

|
ol |
MMWWMMJMJ"J wwﬂwwL‘MNJUMMMM‘WMMMWMAWWM

WWMWWWMMMMWWWW

c)

JWWlWﬁWL)lemdkMMMAWMM)MMJ‘WWWMWMWMWMMWM

10 20 30 40
2 Theta

Figura 22. Reacciones de molienda entre RS-Bac y L-MA
bajo diferentes condiciones: a) producto de molienda sin
disolvente, b) molienda asistida con agua, c¢) molienda
asistida con metanol y d) molienda asistida con acetona.

8.2.2 Condiciones para la obtencién del monocristal de R-Bac:L-MA (1:1)

Para poder aclarar los resultados obtenidos por los estudios de DRXP, se buscaron
condiciones para cristalizar uno de los productos. Para ello se realizaron pruebas de
solubilidad de la fase obtenida de la reaccion RS-Bac + DL-MA que esta también presente
en el producto de reaccién con los &cidos D- y L-malico.

La seleccién de disolventes para los procesos de cristalizacion se bas6 en que
existiera una variedad de candidatos con puntos isoeléctricos y polaridades diferentes. Se

emplearon metanol, etanol, tetrahidrofurano, cloroformo, acetato de etilo y agua.

Se realiz6 una prueba de solubilidad cualitativa de los productos de molienda de RS-
Bac con DL-MA y RS-Bac con L-MA a fin de seleccionar el disolvente adecuado para el
proceso de cristalizacion fraccionada. Se pesaron 30 mg de producto de molienda sélido y
en un vial con disolvente y agitacién se observo si solubiliza o no el sélido. La tabla 6
muestra que los productos de molienda tienen buena solubilidad en agua, notandose en
metanol una mejor solubilidad a mayor temperatura. Ademas, en algunos disolventes
(acetato de etilo, THF y etanol) hubo una variacion en la solubilidad de los productos de
molienda, lo que evidenciaba a estos disolventes como posibles candidatos para la

cristalizacion fraccionada.

42



Tabla 6. Solubilidad cualitativa de los productos de molienda
entre RS-Bac y el 4cido L- y DL-malico.

RS-Bac:L-MA RS-Bac:DL-MA

Temperatura  Calor  Temperatura Calor

ambiente ambiente

Metanol + +++ + +++
Etanol + + + --
THF + + - --
CHCls - - - -
AcOEt - + - -
Acetona -- + -- --
CHsCN - - - -

H20 +++ +++ +++ +++

+++ Muy soluble  + Poco soluble  --No soluble

La obtencién de cristales de la sal R-Bac:L-MA se exploré por la técnica de
evaporacion de disolvente. Para ello, 30 mg del producto de la molienda RS-Bac:L-MA se
disolvieron en diferentes mezclas de disolventes con agitacion y calor; después se sembro
en la solucion una pequefia cantidad del mismo producto de molienda. El vial se tap6
parcialmente y se dejo a evaporar hasta observarse una fase solida. Los cristales de R-
Bac:L-MA que fueron Utiles para el analisis por el DRX de monocristal fueron obtenidos de
una mezcla de disolventes entre acetato de etilo y agua (14:1; v/v)

En la Figura 22 se muestra la morfologia de la sal R-Bac:L.-MA (1:1) donde se
observan agujas alargadas y delgadas que se agrupan formando “erizos”. La tabla 7
muestra los datos cristalograficos de la sal obtenida, evidenciando que R-Bac y L-MA estan
en una relacién estequiométrica de 1:1. De acuerdo con los datos cristalograficos de la
Tabla 6, la sal cristalizé en un sistema monoclinico con los siguientes componentes en la
unidad asimétrica: 2 cationes de R-baclofeno y 2 monoaniones derivados del 4cido L-Malico
(Fig. 23). La presencia del enantiomero R-Bac fue establecido por el refinamiento del

parametro Flack.
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Tabla 7. Datos cristalograficos de R-Bac:L-

MA (1:1)
Férmula C14H18CINO7
Grupo espacial P2
Sistema cristalino Monoclinico
al A 14.8213(2)
b/ A 6.69225(11)
cl A 16.7047(3)
o 90.000
B 103.596(2)
Y 90.000
Volumen de celda/ A3 1610.46(4)
z 4
Densidad calculada/
glom? 1.434
Ry [I>=20(1)] 0.037
WR; (all data) 0.098
Parametro de Flack 0.003(7)

Figura 23. Imagen de cristales de R-Bac:L-
MA (1:1) obtenidos de una mezcla de sales

diastereoisoméricas por cristalizacion
fraccionada de acetato de etilo con agua.

En la unidad asimétrica se observa que el grupo carboxilico y la amina primaria del
R-baclofeno estan protonados. Ademas, se puede observar que el coformador (L-MA) es el
donador del protén, con lo que se confirma que la fase cristalina es una sal con la
composicion R-Bac:L-MA (1:1). Entre el grupo amonio del baclofeno y los grupos COOH y
OH del &cido L-Malico se forma un heterosintén que consiste en enlaces fuertes de puente
de hidrégeno del tipo N*H---O (Fig 23 y tabla 8). Ademas, se observa otro heterosintén que
se integra por 2 moléculas de baclofeno y una molécula del anion del acido malico, que
involucra a un grupo amonio, un grupo COOH y un grupo COO". Asi mismo, se observa un
homosinton entre dos monoaniones del 4cido L-MA con una interaccion ‘COOH:----O0C (Fig.
24).
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Figura 25. Representacion de las interacciones intermoleculares del baclofeno con el acido
malico en la estructura cristalina en 2D y 3D.
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8.2.3 Andélisis comparativo de los datos de DRX de polvos y de monocristal

Se observa en la Figura 20 que el patron de difraccion de rayos X de polvos de la
sal R-Bac:L-MA (1:1), que fue simulado a partir de los datos de difraccion de rayos X de
monaocristal, es idéntico al patron de DRXP de la muestra cristalina aislada y el patrén del
sélido resultante de la molienda entre RS-Bac y el acido DL-malico. Se observa que los
picos del patrén estan también presentes en los patrones de los productos de molienda
entre el RS-baclofeno y los acidos L- y D- malico (picos marcados por asterisco en la Fig.
20), lo que permite concluir que los 4 soélidos contiene la fase R-Bac:L-MA o la fase
enantiomérica S-Bac:D-MA. Los picos adicionales en los patrones de difraccién de los
productos de molienda entre RS-Bac y los 4cidos D- y L- mélico no coinciden con ninguna
de las materias primas, por lo cual se considera que la segunda fase puede ser (i) S-
baclofeno o R-baclofeno respectivamente, (i) una segunda sal diastereomérica con S-
baclofeno o (iii) algun polimorfo o pseudopolimorfo del acido malico. Los picos del patron
de difraccion de la muestra de molienda entre RS-baclofeno y DL-Malico coinciden
completamente con el patron calculado de la sal difractada, o que permite concluir que se
obtuvo la mezcla de sales enantioméricas de la composicion R-Bac:L.-MA y S-Bac:D-MA.
Debido a la circunstancia que tanto R-Bac y S-Bac reaccionaron cada uno con un
enantiomero de acido malico en la reaccion entre RS-Bac y DL-MA y por el hecho de que
no se observan picos de los acidos D- y L- malicos en los patrones de las reacciones, se

concluye que la opcién ii es la que aplica en este caso.
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Tabla 8. Interacciones intermoleculares de corto contacto de la sal R-Bac:L-MA

Enlace -H D-H(A) H-A(A) D-A(A <DHA Simetria op. 2
N1—Hic " Oa 0.89 2.116 2.944(3) 154.5 X, Y, Z
Cs—HaaOs 0.969 2.646 3.012(4) 102.8 X, Y, Z
N1—Hia--Os 0.89 2.104 2.822(3) 137.2 X, Y, Z
Ni—Haa--O7 0.89 2.251 3.024(3) 145.2 X, Y, Z
Ni—Hic'+-O13 0.89 2.718 3.116(4) 108.5 X, Y, Z
Ni—Hig--O14 0.89 2.008 2.752(3) 140.3 1-x, -1/2+y,1-z
C14—Hai4p'Os 0.97 2.712 3.360(4) 124.6 1-x,1/2+y,1-7

C1s—Haisa-On1 0.97 2.509 3.066(4) 116.4 1-x, -1/2+y, 1-z
N2—Hzc--On1 0.89 2.256 2.924(3) 131.6 1-x, -1/2+y, 1-z
N2—Hzc-O12 0.89 2.091 2.895(3) 149.7 1-x, -1/2+y, 1-z
N2—Ha2p-+-Og 0.89 2.112 2.799(3) 1334 X, Y, Z
N2—Hzp*--O10 0.89 2.468 3.127(4) 131.2 1-x, -1/2+y, 1-z
Osz—Hza-O14 0.821 1.738 2.557(3) 175.7 1-x, -1/2+y, 1-z

O7—H7A--O13 0.82 1.889 2.685(4) 163.6 X, Y, Z
O10—Hao0a"*Os 0.82 1.718 2.536(3) 175.4 1-x, -1/2+y, 1-z
O12—H12-Os 0.82 1.875 2.657(4) 159 1-x, -1/2+y, 1-z

En otras palabras, se propone gue la reaccion entre RS-Bac y el &cido L-MA produce
las fases diastereoisomérica R-Bac:L-MA y S-Bac:L-MA (Ecuacion 1). Asi mismo, la
reaccion entre RS-Bac y el acido D-MA genera las fases diastereocisoméricas R-Bac:D-MA
y S-Bac:D-MA (Ecuaciéon 2). De las 4 fases, R-Bac:L-MA y S-Bac:D-MA son fases
enantioméricas y lo mismo aplica para S-Bac:L-MA y R-Bac:D-MA (Ecuacion 3).

RS-Bac + L-MA 2> R.Bac:L-MA + S-Bac:'L.-MA  (Ecuacion 1)

Enantigmeros

Diastereoisomeros
soJawos|oalyselq

Ecuacién 2
RS-Bac + D-MA &  R-Bac:D-MA + S-Bac:D-MA ( )

RS-Bac + DL-MA > R-Bac'L-MA + S-Bac:D-MA (Ecuacion 3)

o A
YT

Enantioméros
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Los resultados de este analisis indican también que el par de fases enantioméricas
de la fase diastereoisomérica R-Bac:L-MA/S-Bac:D-MA es probablemente mas estable bajo
las condiciones de reaccidn empleadas en la reaccién entre RS-Bac y el 4cido DL-MA que

el par S-Bac:L-MA/R-Bac:D-MA, ya que este Ultimo no se obtiene en esta reaccion.

8.2.4 Andlisis espectroscopico de la NFS por IR

La comparacién de los espectros de IR en la Figura 25 muestra que el cristal R-
Bac:L-MA (1:1) y el producto de molienda entre RS-Bac:DL-MA exhiben espectros
idénticos. Sin embargo, al comparar con las materias primas se observan desplazamientos
de las bandas en el rango de 800-2000 cm™ y por tanto indican cambios en las interacciones
intermoleculares.

El analisis grafico de los espectros de IR del RS-baclofeno (Bac exp), el acido L-
malico (L-MA exp) y la sal R-Bac:L-MA muestra que cada una de las materias primas tiene

bandas caracteristicas que se observan también en el espectro de la sal (Fig. 25).
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Figura 26. Espectros de IR de: a) el cristal R-Bac:L-MA, b) el producto de molienda RS-
Bac:DL-MA, ¢) RS-baclofeno y d) acido L-malico.



En la Tabla 9 se comparan las bandas vibracionales y las asignaciones tentativas
reportadas de la sal monosédica del &cido malico (MA-Na+), el acido L-malico (L-MA ref),
clorhidrato del R-baclofeno (BacHCI), de RS-baclofeno (Bac ref) y las materias primas

empleadas en el experimento [76].

Para el RS-baclofeno, las bandas caracteristicas son aquellas que corresponden a
la vibracion del enlace C-Cl alrededor de 800 cm™ y los grupos funcionales COOH/NH;
(COO/NHs*) en las regiones de 1500-1600 cm™. Para el acido L-malico la banda mas
intensa corresponde a las vibraciones de estiramiento del grupo C=0 alrededor de 1700
cm?; ademas, destaca un conjunto de bandas en la regiébn 1100-1300 cm? que

corresponden a vibraciones del tipo HC-OH y H-C-H.

El hecho que las bandas para los grupos (COO7/NHs;"* para RS-Bac vy
COOH/OH/COOH para L-MA) se observan también en el espectro de la sal R-Bac:L-MA
indica que los grupos funcionales se mantienen en esencia en el producto. Sin embargo, la
formacion de la sal, a través de la deprotonacion de uno de los grupos COOH del &cido L-
MA en la sal R-Bac:L-MA, se refleja en una disminucién de la intensidad de la banda del
grupo C=0 en 1694 cm™. Esto es congruente con el andlisis por DRX de monocristal, el
cual mostré que Unicamente hubo una transferencia de un protén de uno de los grupos

COOH del L-MA al baclofeno, mientras que el otro grupo COOH se conservo.

Como ya se menciond, las bandas vibracionales entre 1700 y 1500 cm™ que
involucran grupos funcionales susceptibles a la formaciéon de puentes de hidrégeno
cambiaron ligeramente su desplazamiento (Tabla 9) indicando que la conectividad
intramolecular cambid, lo que coincide con la formacion de una red cristalina diferente a las

materias primas.
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Tabla 9. Datos de los espectros IR de RS-baclofeno polimorfo 1 y 11, el clorhidrato del R-baclofeno, el
acido L-malico, la sal monosadica del &cido L-malico y la sal R-Bac:L-MA (1:1).

RS- R.Bac L-MA '\r/ﬁit: Sal R-
R(Se;(i?c (?(;C) HCI Izeyp? (ref) s6dico Bac: Asignacion de picos
[75'] [78] [77] (MA-Na*) L-Ma
[76]

- - - 3560 3390 3400 - v(OH) del CHOH L-MA
2839 - - 3377 3407 - -

- - - - - 2940 - vs(OH) de COOH MA-Na*
2640 - 3000 2878 - - - (NHs +, COOH) BacHClI
2184 - - - - - 1932

- - - 1689 - - 1694 v(C=0) L-MA
1612 1612 - - - - 1628 N-H bending (Bac exp y ref)

- 1573 1580 - - - 1597 NHs BacHCI || NH3 Bac
1522 1522 - - - - 1520 COOH Bac Il
1495 1496 1490 - - - 1491

- - 1410 1407 1414 1402 1408 d (CHz)scis L-MA ref
1374 1374 - - 1385 - 1387
1298 - - - - 1315 1304
1282 - - 1287 1277 1275 1288  d (CHy) twist, d(OH), v(C-O) L-MA ref
1234 - - - 1227 1230 1247 d (CH2)wag L-MA red

- - 1200 - - - 1211
1183 - 1180 1177 - - 1169
1106 1108 - - - - 1102
1095 1095 - 1095 - 1093 1088 v(C-OH) MA-Na*

- - - 1040 - 1041 1052 v(C-OH) MA-Na*
1037 1037 - - 1038 - 1029 (O-H) L-MA ref
1017 1017 1010 - - - 1011

. . - - - 900 915 v(C-OH) MA-Na*

- - - 882 - - 890
833 834 825 - - - 820
790 790 - - - - 781

- - - 758 760 - 746 O-C=0 acoplado con OH L-MA ref
730 733 - - - - 716

- - - 661 662 - 664 d (OH), d (CHz), v(C-C)
648 - - 637 - - 627

- - - - 602 - - Puente de hidrogeno L-MA ref
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8.2.5 Andlisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido de las NFS
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Figura 27. Gréfica TGA/DSC del producto de molienda RS-Bac:DL-MA

Universal V4.2E TA Ihsiruments

Las graficas TGA/DSC de la fase R-Bac:L-MA/S-Bac:D-MA se muestran en la Figura

26; el DSC indica 3 eventos térmicos, el primero a 118°C asociado al punto de fusion del

producto, el segundo a 201°C correspondiendo a la evaporacion del producto de molienda;

en cuanto al 3er evento a 254°C podria deberse a descomposicion. Estos datos indican que

el punto de fusién de estas fases es mas bajo que el de los componentes que se usaron
para reaccion (RS-Bac 211°C; DL-MA 130°C).
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8.3 CARACTERIZACION BIOFARMACEUTICA

Una vez caracterizadas las fases R-Bac:L-MA y RS-Bac:DL-MA, se procedio a
realizar pruebas biofarmacéuticas para poder determinar caracteristicas como la velocidad
de disolucién intrinseca y la estabilidad de fase, y asi, evaluar si existe una ventaja sobre
el RS-baclofeno puro. Por cuestiones econdmicas se decidio realizar estas pruebas con la
mezcla de fases enantioméricas R-Bac:L-MA/S-Bac:D-MA debido a su equivalencia en

propiedades quimicas con la fase R-Bac:L-MA.

8.3.1 Estudios de estabilidad de fase

En la Figura 27 se observan los patrones de difraccion de polvos de la prueba de
estabilidad de la sal RS-Bac:DL-MA, en la cual se emple6 un buffer de fosfatos pH 4.5 a
37°C en agitacion. Se tomaron muestras en el rango del minuto 1 al 90; los patrones de
DRXP indican que la fase salina se mantuvo estable dentro de los primeros 10 minutos,
pero a partir del minuto 13 regreso a las fases de las materias primas.
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Figura 28. Patrones de difraccién de polvos de Figura 29. Patrones de difraccién de polvos de la
la prueba de estabilidad de fase (buffer de prueba de estabilidad de fase (HCl a pH 1.2) de
fosfatos a pH 4.5) de la mezcla de fases RS- la mezcla de fases RS-BAC:DL-MA.
BAC:DL-MA.

Los resultados para la sal RS-Bac:DL-MA en solucién de HCl a 0.1 N (pH 1.2) con
agitacion se observan en la Fig. 28. Se evidencia a través de DRXP que la sal se disocio
en las fases de las materias primas tras 4 minutos de exposicion a dicho medio acuoso.

La circunstancia que la sal de baclofeno con acido malico se descompone en
presencia de medios acuosos puede atribuirse al hecho de la alta solubilidad del &cido L-
mélico en agua (558 g/L). Esta alta solubilidad propicia y el pH acido del medio inducen la

liberacion del &cido a la fase liquida.
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8.3.2 Estabilidad indicativa bajo diferentes condiciones de almacenamiento

La norma NOM-073-SSA1-2005 establece el tipo de estudios, periodos y
condiciones en que se debe evaluar la estabilidad de un IFA. Se evalué la estabilidad de
fase bajo estas condiciones para la sal RS-Bac:bDL-MA por el periodo de 1 mes para

establecer si la fase salina se conservaba.

En las Figuras 29, 30 y 31 se muestran los resultados de las pruebas de estabilidad
indicativa de las materias primas y la sal RS-Bac:DL-MA que fueron evaluadas bajo las
siguientes condiciones: calor seco a 40 °C, calor seco a 50 °C y calor 40 °C con humedad

relativa del 75%.
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Figura 30. Prueba de estabilidad indicativa del Figura 31. Prueba de estabilidad indicativa del
acido RS-baclofeno a diferentes condiciones; acido DL-malico a diferentes condiciones; a) calor

a) baclofeno, b) calor seco a 50°C y c) calor Seco a 50°C, b) calor con humedad relativa de
seco a 40°C y d) calor con humedad relativa 75% & 40°C, c) calor seco a 40°C y d) Acido DL-
de 75% a 40°C. maélico.
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Figura 32. Prueba de estabilidad indicativa de
la sal RS-Bac:DL-MA a diferentes
condiciones; a) calor con humedad relativa de
75% a 40°C, b) calor seco a 50°C, c) calor
seco a 40°C y d)sal RS-Bac:DL-MA.

De acuerdo a la comparacion de los patrones de DRX de polvos de las materias

primas y la sal RS-Bac:DL-MA se concluye que todas las fases examinadas fueron estables
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bajo estas condiciones por un periodo de 30 dias. El aspecto fisico de los compuestos no

mostré cambios en el color, la textura ni el olor.

8.3.3 Meétodo cuantitativo de baclofeno

Las Fig. 32 y 33 muestran los espectros de UV-visible del RS-baclofeno y la sal RS-
Bac:DL-MA. Dichos espectros coinciden, esto evidencia que la presencia del 4cido malico
no genera interferencia de absorcion al cuantificar el baclofeno. Se selecciono la longitud

de onda 220 nm al ser un pico relevante en el espectro del baclofeno.

Espectro UV de RS-Baclofeno
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Figura 33. Espectro UV-visible RS-baclofeno.
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Figura 34. Espectro UV-visible de la sal RS-Bac:DL-MA.
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Con base a la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013 [27], indica los criterios
y requisitos que debe cumplir una curva de calibracién para el analisis del IFA, la curva de

cuantificacién realizada cumple con los pardmetros de linealidad.

Tabla 10. Valores cuantitativos de baclofeno

. Absorbanci
Concentracion bsorbancias

(mg/mL) Curva 1 Curva 2 Promedio
0.0052 0.2388 0.2370 0.2379 £ 0.0013
0.0078 0.3488 0.3543 0.3515 £ 0.0039
0.0104 0.4581 0.4631 0.4606 + 0.0035
0.0208 0.9300 0.9309 0.9304 £ 0.0006
0.078 2.57871 2.56245 2.5706 £ 0.0115

Pendiente (m) 31.642
Intercepto (b) 0.1375
R2 0.9936

8.3.4 Determinacion del perfil de disolucién

La velocidad de disolucion intrinseca se evalu6 para saber si existe una modificacién
en la velocidad de disolucion de la fase salina en comparacion con el farmaco RS-baclofeno
bajo condiciones establecidas. La prueba de velocidad de disolucién intrinseca se hizo de
forma comparativa entre la sal RS-Bac:DL-MA y el RS-baclofeno. Esta prueba se realiz6 de
acuerdo con la USP (por sus siglas en inglés) en una soluciéon de HCI 0.1 N a 37 °C,
tomandose alicuotas en los siguientes tiempos: 3, 6, 9, 12, 15, 18 minutos.

En la Figura 34 se puede ver de forma comparativa la curva de la velocidad de
disolucién de la sal RS-Bac:DL-MA y el RS-baclofeno; y los datos de la velocidad de
disolucién obtenidos para RS-baclofeno y la sal RS-Bac:DL-MA en el medio de disolucién
evaluado se muestran en la Tabla 11.

Se observa en la Fig. 34 que la velocidad de disolucién del RS-baclofeno mantuvo
un comportamiento lineal durante el tiempo evaluado. No obstante, la velocidad de la sal
RS-Bac:DL-MA muestra un comportamiento no lineal, lo que con base en los estudios de
estabilidad de fase se atribuye a la descomposicion de la fase. Al comparar constante de
VDI del RS-baclofeno y la sal obtenida en el presente trabajo con sus respectivas
constantes de VDI, la sal exhibe una VDI estadisticamente igual al de RS-baclofeno (Tabla
11). Para demostrar que son estadisticamente iguales se realiz6 un andlisis de prueba t

para dos muestras suponiendo varianzas iguales; como hipétesis nula se tiene que la
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varianza de la kd del RS-baclofeno es igual a la kd de la sal del RS-Bac:DL-MA, y como
hipétesis alterna que las varianzas de kd del RS-baclofeno y la sal RS-Bac:DL-MA es
diferente. En la tabla 12 se evidencian los resultados estadisticos aceptando la hipotesis

nula.

Tabla 11. Perfil de disolucién de RS-Bac:DL-MA en
diferentes medios de disolucién.

Kd
Compuesto
P mg min-1 cm-2
RS-baclofeno 10.2 +4.9
RS-Bac:DL-MA 981 +27

130
120 _- —a— RS-Bac:DL-MA
—e— RS-Bac

110 4
100 4
90 4
80 -
70 4
60 -
50 -
40 4

Cantidad acumulada (mg)

30 -
20
10

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (minutos)

Figura 35. Cantidad acumulada de baclofeno en el experimento de velocidad
de disolucidn en solucion HCI a 0.1N utilizando el aparato de Wood.
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Tabla 12. Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Kd del RS- Kd de la sal RS-
baclofeno Bac:DL-MA
Media 10.223 9.81
Varianza 0.719 0.144
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 0.432
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 0.771
P(T<=t) una cola 0.242
Valor critico de t (una cola) 2.132
P(T<=t) dos colas 0.484
Valor critico de t (dos colas) 2.776

8.3.5 Coeficiente de particion

Con el fin de conocer las modificaciones biofarmacéuticas del pardmetro de
lipofilicidad, este trabajo determiné el coeficiente de particion de la sal RS-Bac:DL-MA en
comparacion con RS-Bac. La prueba se realizé en una muestra octanol/agua (50:50), donde
la fase acuosa consistié en una solucién HCI 0.1 N. Los valores del coeficiente de particion
aparente y el log P del RS-baclofeno y la sal RS-Bac:DL-MA estan indicados en la Tabla
11. Para el RS-baclofeno se encontr6 un valor de log P 0.7091 que es cercano a lo
reportado en la literatura [84].

El coeficiente de particién de la sal RS-Bac:DL-MA a pH 1.2 con un valor de 0.9103
es mayor al del RS-baclofeno, indicando que en la fase multicomponente RS-Bac:DL-MA la
lipofilicidad del farmaco aumenta. Se puede deducir que al aumentar la lipofilicidad de la sal
tendra un impacto positivo sobre la biodisponibilidad, esto ya que sera favorecido para

atravesar barreras membranales por transporte pasivo.

Tabla 13. Coeficiente de particion Octanol/Agua. La fase acuosa fue HCI 0.1 N
(pH ~1.2) y la fase organica n-octanol.

Concentracion (mg/mL) RS-baclofeno RS-Bac:DL-MA
HCI0.1 N 0.1634 + 0.02 0.1094 + 0.003

OcOH 0.8366 + 0.02 0.8905 + 0.003

Coeficiente de particién aparente (P) 5.1181+0.9 8.1347 + 0.16
log P 0.7091 + 0.06 0.9103 £ 0.005
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9 CONCLUSION

La metodologia utilizada (molienda asistida por metanol) para obtener una nueva
fase cristalina de R-baclofeno fue exitosa al obtener una sal multicomponente de la
composicion R-Bac:L-MA. Esta fase fue aislada en pequefas cantidades por cristalizacion
fraccionada de una solucion de RS-Bac con L-MA en una mezcla de disolventes entre
acetato de etilo y agua. La misma fase esté presente también en el producto que se obtuvo
de la molienda entre RS-Bac y el acido DL-malico junto con su fase enantiomérica S-Bac:D-
MA.

En cuanto a las propiedades biofarmacéuticas, no se observé un cambio significativo
de la velocidad de disolucién de la sal RS-Bac:DL-MA con respecto a RS-baclofeno. Se
observo también la modificacion del coeficiente de particion que indica el aumento de la

lipofilicidad de la sal, la cual podria impactar en una mejora de biodisponibilidad del farmaco.

10 PERSPECTIVAS

v' Desarrollar una estrategia para aislar la sal diastereocisomérica estudiada en esta tesis
(R-Bac:L-MA) en mayor cantidad.

v' Generar una metodologia para aislar la segunda sal diastereocisomérica S-Bac:D-MA
para evaluar y comparar su velocidad de disolucion con la fase estudiada en esta tesis.

v Con el fin aumentar la lipofilicidad del baclofeno, generar de forma similar fases sélidas
multicomponente con un formador de sal quiral méas hidrofébico.

v Estudiar mas a fondo los cambios de la permeacion al formar una sal con R-Bac,
empleando por ejemplo ensayos de permeabilidad en membrana artificial (PAMPA).

v Desarrollar nuevas formulaciones con solo R-Bac, aprovechando las ventajas de las

nuevas fases.
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12 ANEXOS

Tablas de velocidad de disolucion

Absorbancia

concentracion mg/mL

min A B C A B C
3 0.9788 1.3053 1.0443 0.0266  0.0369 0.0287
6 1.7569 2.1242 1.9017 0.0512  0.0628 0.0558
9 0.7492 0.6811 0.5988 0.0193 0.0172 0.0146
12 0.9409 0.9343 0.8028 0.0254  0.0252 0.0210
15 1.1303 1.1663 1.0106 0.0314 0.0325  0.0276
18 1.2963 1.3736 1.1985 0.0366  0.0391 0.0335
21 1.4512 1.5335 1.4008 0.0415 0.0441 0.0399
24 1.6381 1.6483 1.5900 0.0474  0.0477 0.0459
27 1.7477 1.6510 1.7373 0.0509 0.0478 0.0506
30 1.8497 1.7328 1.8007 0.0541 0.0504  0.0526
Concentracion Factor de
_ y mg acumulados
mg/mL disolucion
_ promedio % disuelto
min A B C FD A B
Bac Bac
0.027 0.037 0.029 - 13.29 18.45 14.33 15.36 11.8
0.051 0.063 0.056 - 2447 30.14 26.70 27.10 20.8
0.019 0.017 0.015 5 48.48 43.13 36.60 42.74 32.9
12 0.025 0.025 0.021 5 63.76 63.21 52.78 59.92 46.1
15 0.031 0.033 0.028 5 78.82 81.66 69.30 76.60 58.9
18 0.037 0.039 0.034 5 92.02 98.15 84.24 91.47 70.4
21 0.042 0.044 0.040 5 104.34 110.89 100.31  105.18 80.9
24 0.047 0.048 0.046 5 119.18 120.03 115.36  118.19 90.9
27 0.051 0.048 0.051 5 127.93 120.30 127.09 125.11 96.2
30 0.054 0.050 0.053 5 136.04 126.76 132.17  131.66 101.3
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Prom Bac

mg acumulados Mg
9 acumulados/
min cm?
romedio mg mg mg
min A B C P Bac acumulados/ acumulados/ acumulados/ Baclofeno
min cm? min cm? min cm?

3 13.29 18.45 14.33 15.36 26.6 36.9 28.7 30.7

6 24.47 30.14 26.70 27.10 48.9 60.3 53.4 54.2

9 48.48 43.13 36.60 42.74 97.0 86.3 73.2 85.5
12 63.76 63.21 52.78 59.92 127.5 126.4 105.6 119.8
15 78.82 81.66 69.30 76.60 157.6 163.3 138.6 153.2
18 92.02 98.15 84.24 91.47 184.0 196.3 168.5 182.9
21 104.34 110.89 100.31 105.18 208.7 221.8 200.6 210.4
24 119.18 120.03 115.36 118.19 238.4 240.1 230.7 236.4
27 127.93 120.30 127.09 125.11 255.9 240.6 254.2 250.2
30 136.04 126.76 132.17 131.66 272.1 253.5 264.3 263.3

Coeficiente de particion

Concentracion  Concentracion*

Longitud de onda Absorcién (mg/mL) Factor de
Dilucién
RS-Baclofeno 1 2.4454 0.0729 0.1823
RS-Baclofeno 2 2.2991 0.0683 0.1708
RS-Baclofeno 3 1.8742 0.0549 0.1372
RS-Bac:DL-MA 1 1.5344 0.0441 0.1104
RS-Bac:DL-MA 2 1.5140 0.0435 0.1088
RS-Bac:DL-MA 3 1.5208 0.0437 0.1093
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