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1. Resumen

En esta tesis se buscé mejorar las propiedades biofarmacéuticas de tadalafilo
(TDF) a través de la formacion de nuevas fases solidas (NFS), cocristales, y el uso
de sistemas poliméricos. TDF es un ingrediente farmacéutico activo (IFA) utilizado
como medicamento de primera linea para el tratamiento de la disfuncion eréctil y la
hipertension arterial pulmonar, sin embargo, a pesar de su vida media larga y
selectividad especifica, es practicamente insoluble, lo que ocasiona un Tmax
retardado y una absorcidn variable.

En este trabajo se demostré la formacién de dos NFS de TDF usando los
nutracéuticos resorcinol (Res) y L-prolina (LPro) como coformadores,
caracterizandolas a través de diferentes técnicas (DRXP, IR, DSC y TGA). La
evaluacion biofarmacéutica de las fases mostré que las NFS obtenidas generan una
solubilizacion muy rapida del IFA con su inmediata precipitacién al primer minuto de
prueba en los medios evaluados (pH 1.6 y 6.5). Para estabilizar la supersaturacion
de TDF en solucion generada por las fases cocristalinas, se empleo el polimero
Methocel A15. Los perfiles de disolucion en ausencia y presencia del polimero
mostraron un incremento significativo en la concentracion de TDF tras el uso del
polimero en los sistemas cocristalinos, con concentraciones hasta 30 veces
mayores que las del farmaco de partida. Asimismo, se demostroé que la formacion
del cocristal es fundamental para el incremento de la solubilidad ya que las mezclas

fisicas tuvieron concentraciones disueltas menores.

Finalmente, con este trabajo de investigacion se demostro que la cocristalizacion
de TDF, administrado junto con Methocel A15, modifica favorablemente las
propiedades biofarmacéuticas de TDF en solucién, manteniéndolo solubilizado por

un tiempo adecuado para promover su adecuada absorcién.
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2. Abstract

This project sought to improve the biopharmaceutical properties of tadalafil
(TDF), through the synthesis of new solid phases (NSP), cocrystals, and polymeric
systems. TDF is an active pharmaceutical ingredient (API) used as first line
treatment for erectile dysfunction and pulmonary arterial hypertension, however,
despite its large half-life and specific selectivity, it is practically insoluble in water,
which causes a delayed Tmax.

This work showed the formation of two NSP of TDF, through the nutraceuticals
resorcinol (Res) and L-proline (LPro) as coformers, characterizing them through
several techniques (DRXP, IR, DSC and TGA). The biopharmaceutical analysis of
the NSP showed a very rapid solubilization of the API, followed by its precipitation
since the first minute in the dissolution media (pH 1.6 and 6.5). For the stabilization
of TDF supersaturation in solution, generated by the NSF, the polymer Methocel A15
was employed. The dissolution profiles studied showed a significantly improvement
of TDF concentration when the dissolution media contained the polymer, with
concentrations up to 30 times higher than the starting API. Likewise, it was
demonstrated that the cocrystal is fundamental in the enhancement of the solubility,

since the physical mixtures showed Iower TDF concentrations

Finally, this investigation demonstrated that cocrystallization of TDF, in
combination with Methocel A15 in the dissolution media, favorably modifies the
biopharmaceutical properties of TDF, sustaining supersaturated concentrations of
TDF enough time to improve its absorption.
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3. Introduccion

Tadalafilo (TDF) es ingrediente farmacéutico activo (IFA) inhibidor de la
fosfodiesterasa-5 (PDE-5) utilizado para el tratamiento de la disfuncion eréctil (ED)
y la hipertension pulmonar arterial. TDF es altamente selectivo y exhibe una
semivida de hasta 36 horas (Weyna et al., 2012), superior a la de los otros IFAs
inhibidores de la PDE-5, Sildenafilo y Vardenafilo. Sin embargo, TDF tarda
aproximadamente de 0.5 a 6 h en alcanzar la concentracién plasmatica maxima
(Cmax), efecto no deseado para el tratamiento de la ED. El alto Tmax que presenta
TDF se debe a su baja solubilidad en agua (3.2 pg/mL) (Wlodarski et al., 2015),
puesto que al no estar disuelto el farmaco, no puede ser absorbido en el tracto
gastrointestinal.

Debido a esto, diversas técnicas de formulacion se han utilizado para mejorar la
solubilidad de TDF, tales como las nanosuspensiones o formulaciones
transdérmicas, con poco éxito reportado (Shimpi et al., 2018). Recientemente, se
ha demostrado que la modificacion de la forma cristalina puede mejorar la
solubilidad de los IFAs. TDF es un farmaco con grupos no ionizables y no es factible
a formar sales como estrategia para mejorar su solubilidad, sin embargo los
cocristales han surgido como una alternativa novedosa para la modificacion del
arreglo cristalino, a través de enlaces débiles, como enlaces de hidrogeno.

La formacion de cocristales de TDF es factible utilizando moléculas pequefias,
llamadas coformadores. Se ha propuesto la sintesis de cocristales de TDF utilizando
nutracéuticos como coformadores, debido a las ventajas en salud adicionales que
pueden brindar. No obstante, la supersaturacion que presentan los cocristales de
TDF, cuando se disuelven en soluciones acuosas, es uno de los mayores retos en
su formulacion por la pronta precipitacion al IFA. Por lo que se han propuesto
estrategias para enfrentar esta problematica, como la adicion polimeros en la
solucion que inhiben la pronta precipitacion del cocristal (Carlos-Martinez, 2017)

Por lo que el objetivo de este trabajo fue la modificacion de la forma cristalina de
TDF, mediante la formacion de cocristales, y el uso concomitante de polimeros
inhibidores de la precipitacion, los cuales podrian ofrecer una alternativa
prometedora para mejorar la solubilidad de TDF.
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4. Antecedentes

4.1 Disfuncion eréctil

La ereccion del pene es una funcion compleja que incluye una transformacion
del tejido eréctil y vascularizacion, pasando de un estado de flacidez con poca
irrigacion sanguinea a un estado de congestion altamente irrigado (Figura 1).

Pene flécido Pene erecto

Cuerpo /

cavernoso

f'~
A
(]

\ Cuerpo cavernoso
Se llena de sangre

Figura 1. Cuerpo cavernoso del pene

En 1992, el Instituto Nacional de Salud de los E.U.A (NIH, por sus siglas en
inglés) definié a la disfuncion eréctil (ED) como la incapacidad de conseguir o
mantener la ereccion del pene lo suficiente como para permitir una relacion sexual
satisfactoria (Montague et al., 2005). La ED esta clasificada como un padecimiento
de naturaleza psicogénica, organica (i.e., neurogénico, hormonal, arterial,
cavernosal o inducido por farmacos) o una mezcla de ambas (Shamloul y Ghanem,
2013). No se debe confundir el término de ED con el de impotencia, ya que en la
segunda hay trastornos en el libido, disfuncion eyaculatoria y esterilidad (Rodriguez
et al., 2003); mientras que en la ED el deseo sexual y la capacidad de tener el
orgasmo y eyacular se encuentran intactas (Montague et al., 2005). Con el fin de
descartar trastornos temporales, el problema debe tener una duracién minima de 3

meses, salvo en los casos de traumatismo o posquirurgica.
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Aproximadamente 150 millones de hombres a nivel mundial presentan ED, y

debido al rapido crecimiento del padecimiento, se espera que dentro de 10 afios la
cifra aumente a 300 millones (Coward y Carson, 2008); datos del MMAS
(Massachusetts Male Aging Study) en un estudio realizado a 1,290 varones entre
40 y 70 anos, demostraron que la prevalencia de disfuncién eréctil de cualquier
grado era del 52%, etiquetandose de disfuncion minima el 17%, moderada el 25%
y completa el 10% (Laumann et al, 1999) (Sanchez et al, 2002).
Las causas de la ED relacionadas con la edad son las mas citadas, incluyendo
trastorno hormonal, diabetes, insuficiencia vascular, daino neuronal ocasionado por
cirugia, efectos secundarios por farmacos y radiacion, y factores psicogénicos.
La ED es un padecimiento que afecta tanto a los pacientes como a sus parejas,
teniendo como consecuencia un deterioro en su calidad de vida y en sus relaciones.
(Curran y Keating, 2003). Aunado a esto, el incremento en el flujo de presion
requerido para la ereccion es comparable con el requerido por el corazén para
ejercicios vigorosos, por lo tanto, la disfuncion eréctil puede ser analoga a la
enfermedad cardiaca coronaria (Feldman et al., 2000).

Por lo cual, la ED ha sido descrita como un problema de salud importante
segun el Panel de Conceso de los NIH, el cual identifico la necesidad urgente de
una base de datos sobre la prevalencia, los factores determinantes y las
consecuencias de este trastorno en la poblacion (Laumann et al., 1999). Diversos
factores de riesgo han sido descritos para adultos jovenes mexicanos, tales como
diabetes mellitus, obesidad, fumar, hiperlipidemia, hipertension y baja actividad
fisica, con una prevalencia de ED del 33.7%, siendo en la mayoria de los casos
moderada (Villeda-Sandoval et al., 2015). Por lo cual el uso de tratamientos seguros
y efectivos es una necesidad actual.

4.1.1 Tratamientos y rol de la fosfodiasterasa-5 (PDE-5)

Los objetivos de los tratamientos de la ED son restaurar la calidad de vida y
permitir al paciente tener una vida sexual satisfactoria como la tenia anteriormente.
En un inicio los tratamientos disponibles incluian: dispositivos de vacio, supositorios,

farmacos inyectables, protesis inflables implantadas por cirugia, y una amplia
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variedad de remedios caseros. Sin embargo, estos eran invasivos, molestos y poco
efectivos, por lo que el desarrollo de medicamentos orales revolucion6 el tratamiento
de la ED (Feldman et al., 2000) (Selvin et al., 2007). Estos no son invasivos, son
faciles de administrar, efectivos y bien tolerados, debido a esto la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) los recomienda como tratamiento de primera eleccion
(Wright, 2006).

Anteriormente, las opciones terapéuticas orales usadas para el tratamiento
de la ED se basaban en farmacos de accion sobre el sistema nervioso central
(SNC), como la apomorfina, los cuales han caido en desuso por su baja efectividad.
Actualmente, los farmacos de inhibidores de la PDE-5 (fosfodiasterasa-5) son el
tratamiento de primera linea de eleccion, debido a que tienen un impacto en la
fisiologia de la ereccion del pene.

La ereccion inicia con un estimulo sexual el cual libera 6xido nitrico (NO, por
sus siglas en inglés), un neurotransmisor en estado gaseoso, que actua como el
principal mediador. EI NO atraviesa la membrana celular de forma pasiva, y activa
a la guanidil ciclasa soluble (sGC), la enzima que convierte el guanosin trifosfato
(GTP) a guanosin monofosfato ciclico (cGMP). El aumento en la concentracion de
cGMP activa a la proteina kinasa G que, a través de la fosforilacion de los canales
idnicos, abre los canales de potasio e inhibe los canales de calcio (Ca*?) (Wright,
2006). La disminucion en la concentracion de calcio citosolico favorece la relajacion
del musculo liso, lo que ocasiona la dilatacion de los vasos sanguineos del cuerpo
cavernoso del pene y por ende la ereccion. La PDE-5 tiene una alta afinidad con la
cGMP y va ser responsable de su hidrdlisis a 5-GMP. Los inhibidores de la PDE-5
actuan al retardar la hidrolisis enzimatica de cGMP, y por ende seguir la via para la
relajacion del musculo liso (Rotella, 2002). Este proceso se puede observar en la
figura 2.
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Figura 2.Diagrama esquematico del mecanismo de accion de los inhibidores de la
PDE-5 (Wright, 2006).

4.1.2 Farmacos inhibidores de la PDE-5

Los farmacos inhibidores de la PDE-5 comercializados hasta el momento
son: sildenafilo (Viagra®), vardenafilo (Levitra®) y tadalafilo (Cialis®) (Curran y
Keating, 2003). Ademas, en algunos paises se encuentran comercializados
urdenafilo y mirodenafilo, y se encuentran en desarrollo avanafil, lodenafil y SLX-
2101 (Eardley et al., 2010). Los farmacos ya comercializados han demostrado ser
efectivos y seguros, los efectos secundarios reportados se muestran en la Tabla 1,
los cuales tienen una prevalencia alrededor del 1%, y son de leves a moderados
(Wright, 2006).
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Tabla 1. Efectos secundarios comunes de farmacos inhibidores de la PDE-5 (Wright,
2006).

Sildenafilo Vardenafilo Tadalafilo
Dolor de cabeza Rubor Dolor de cabeza
Rubor Dolor de cabeza Dispepsia
Mareos Dispepsia Mareos
Dispepsia Nausea Rubor
Congestion Nasal Mareos Congestion Nasal
Problemas de visién Visién borrosa Dolor de espalda

Las anormalidades en la vision es uno de los efectos secundarios mas graves
y prevalentes en sildenafilo y vardenafilo, generando una vision azulada. Esto se
debe a que inhiben la PDE-6, la cual es la responsable de la fototransduccién en la
retina, ocasionando la discapacidad para discriminar entre los colores azul y verde.
Tadalafilo no inhibe a la PDE-6, debido a su alta selectividad por la PDE-5 (Coward
y Carson, 2008).

Ademas, los inhibidores de la PDE-5 presentan diferentes parametros
farmacocinéticos (Tabla 2), tales como el tiempo (Tmax) que tardan en alcanzar su
concentracion plasmatica maxima (Cmax) y su tiempo de vida media (t12). Cabe
destacar que tadalafilo (TDF) presenta algunas ventajas en comparacion con los
demas farmacos inhibidores de la PDE-5. Tales como su administracion en dosis
menores, su mayor t12 (hasta 17.5 horas) y su alta selectividad para la PDE-5 (ICso
de 0.94 nm). Asi mismo, la absorcion de TDF no resulta alterada tras la ingesta de
bebidas o alimentos (Morales y Chicharro, 2010). Por ende, TDF resalta y es un
farmaco de interés para estudios posteriores, por la serie de ventajas que conlleva

el uso de este IFA.
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Tabla 2. Comparacion de los parametros farmacocinéticos de los farmacos
inhibidores de la PDE-5 (Gupta et al., 2005)

Parametro Sildenafilo | Vardenafilo | Tadalafilo
Dosis (mg) 25, 50, 100 5,10, 20 5,10, 20
Clase segun SCB 1 2 2
Absorcion oral (%) 92 ND 36
Tmax (h) 1(0.5-2) 0.7 (0.25-3) 2 (0.5-6)
t12 (h) 3-5 4-5 17.5
ICs0 por PDE-5 3.9 0.1-0.7 0.94
(nm)
*ND: No definida
4.2 Tadalafilo

4.2.1 Indicaciones terapéuticas

Tadalafilo es un inhibidor de la PDE-5 del tipo B-carbolina con un anillo
piperazinediona, el cual es analogo al de cGMP y permite la unibn competitiva del
farmaco con la PDE-5 en su sitio catalitico (Francis et al., 2001). Se comercializa
bajo el nombre Cialis (Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, E.U.A.)y fue
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) en el afio 2003 para el
tratamiento de la ED. En el afio 2009 se aprobo bajo el nombre comercial Adcirca,
para el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar primaria, con una dosis por
dia de 20 mg. En el 2011 la FDA aprobé a Cialis para el tratamiento de los signos y
sintomas de la hiperplasia prostatica benigna. TDF se comercializa en forma de
tabletas en dosis de 2.5, 5, 10 y 20 mg, para administraciéon oral. TDF no esta
indicado para mujeres en ninguna de las dosis.

TDF ha demostrado ser seguro, bien tolerado y eficaz para el tratamiento de
ED, en cualquiera de sus etapas, y cuando se ve acompafiada de otras
enfermedades, tal como la diabetes mellitus (Coward y Carson, 2008).

23



4.2.2 Propiedades fisicoquimicas de Tadalafilo.

TDF tiene un punto de fusién alrededor de los 301-302 °C, una férmula
empirica de C22H19N304y un peso molecular de 389.41 g/mol. Presenta un punto
de transicion vitrea relativamente alto, de 147 °C, por lo que cristaliza facilmente.
Su nombre quimico IUPAC es (6R,12aR)-6-(1,3-Benzodioxol-5-il)-2,3,6,7,12,12a-
hexahidro-2-metilpirazino [1°,2":1,6]- pirido [3,4-b]indol-1,4-diona. TDF (Figura 3)
esta formado por los grupos: indol, 2,5 dicetopiperacina y benzodioxol; cabe resaltar
que presenta cuatro grupos aceptores y un grupo donador de puente de hidroégeno.

o)
0

Figura 3 Estructura quimica de tadalafilo

TDF es una molécula con dos centros quirales (C6 y C12a), por lo cual se
pueden encontrar 4 estereocisomeros (Figura 4) (Abdel-Aziz et al, 2011). No
obstante, una de las rutas de la sintesis de Tadalafilo (Anexo I) es conducida por la
reaccion entre el clorhidrato de D-Triptofano metil éster con piperonal, en la cual se
ve favorecida la formacién del isémero R,R de TDF. Este es el que muestra una
mayor potencia inhibitoria de la PDE-5, y es el que se encuentra comercializado
para aplicacion terapéutica. El enantiomero S, S es inactivo, mientras que los
compuestos R, Sy S, R poseen potencia moderada.

Debido a esto, para la formulacion segura de Cialis se deben realizar ensayos

para demostrar la pureza 6ptica de TDF (Fejos et al., 2011).
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Figura 4. Estructuras quimicas de estereoisomeros de Tadalafilo
(Fejés et al., 2011).

Por otra parte, TDF tiene un valor de pKa estimado de 15.17, es un farmaco
que se mantiene neutro en los pHs fisiologicos (1.2-6.8) debido a que sus grupos
funcionales no son ionizados (Shimpi et al., 2018). Cabe destacar, que solo el 5%
de los IFAs comercializados son no ionizables, mientras que el 20 y 75% son acidos
y basicos, respectivamente (Di y Kerns, 2015). El pKa es un factor influyente en la
solubilidad y permeabilidad de los IFAs, ya que los farmacos no ionizables en
medios acuosos, como TDF, suelen ser poco solubles en medios acuosos, pero
presentar buena permeabilidad intestinal. Propiedades que son atribuidas a la
apolaridad de la molécula.

La permeabilidad y la solubilidad son propiedades claves para la absorcion
y distribucién de los farmacos solidos. Debido a esto, se encuentra el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica (SCB), el cual clasifica a los IFAs de acuerdo en su
solubilidad y permeabilidad.

4.3 Clasificacion Biofarmacéutica

El SCB fue propuesto por primera vez en 1995, por Amidon y colaboradores,
y desde entonces se ha vuelto un punto de referencia confiable en la clasificacion
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de farmacos solidos, administrados en formas farmacéuticas solidas por la via oral
(Sachan et al., 2014). En la figura 5 se observan los pasos posteriores a la
administracion oral del farmaco, en los cuales la solubilidad y la permeabilidad
juegan un papel clave para alcanzar la distribucion plasmatica del IFA.

Debido a que la solubilidad y permeabilidad impactan en la velocidad y grado de
absorcion del farmaco, el SCB ided 4 clases para ordenar a los farmacos de acuerdo
a estas propiedades (Figura 6) (Sachan et al., 2014).

En la clase | pertenecen los IFAs con alta solubilidad y permeabilidad, los
IFAs ideales, generalmente bien absorbidos. En la clase Il, se encuentran los IFAs
con buena permeabilidad pero baja solubilidad, en los cuales se busca mejorar la
formulacion para incrementar su solubilidad. Los IFAs clase Ill presentan buena
solubilidad pero baja permeabilidad, y por lo general se utilizan a los pro-farmacos
como estrategia para mejorar la permeabilidad. Por ultimo se encuentra la clase IV,
en la cual los IFAs tienen baja solubilidad y permeabilidad, trayendo consigo una

mala biodisponibilidad y riesgos en eficacia y costos (Nainar et al., 2012).
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Figura 5. Efecto de la solubilidad y la permeabilidad en la absorcion y
biodisponibilidad, tras la administracion oral de IFAs (Editada de Di y Kerns, 2015)
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Figura 6. Clases de IFAs dentro del SCB basadas en su solubilidad y
permeabilidad.

Actualmente un gran numero de moléculas descubiertas pertenecen a las
clases Il y IV del SCB, debido a su baja solubilidad. Se estima que aproximadamente
el 40% de los farmacos comercializados y 75% de las sustancias en desarrollo,
estan comercializados como practicamente insolubles en agua (Di et al., 2009).
Entre estos se encuentra Tadalafilo, el cual es un farmaco clase Il, practicamente
insoluble en agua pero que presenta una buena permeabilidad en membrana (El-
Badry et al., 2014).

4.3.1 Permeabilidad de Tadalafilo

La permeabilidad es la medida de que tan rapido un compuesto se puede
difundir a través de la membrana lipidica. Se utilizan varios métodos para evaluar la
permeabilidad de los IFAs dentro del SCB, los cuales se basan en estudios in vivo
o e in vitro (Sachan et al., 2014).

Para estimar la permeabilidad de TDF se ha tomado en cuenta su valor de
logP, el cual nos indica la particibn de un compuesto especifico entre una fase
organica/acuosa. Box y Comer reportaron en el afio 2008 que IFAs con valores de
LogP mayores a 1.2 generalmente presentan una buena permeabilidad y se pueden
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agrupar en la clase Il del SCB (Box y Comer, 2008). TDF tiene un LogP de 1.54 y
se encuentra como clase |l del SCB.

Asi mismo se han realizado estudios in vitro, en células Caco-2, una linea
derivada del carcinoma de coldn humano ampliamente utilizada para la
determinacién de la permeabilidad. En el afio 2018, Berben y colaboradores,
estudiaron la permeabilidad de TDF en esta linea celular, utilizando un medio que
simulaba el pH intestinal en ayuno (FaSSIF pH 6.5) a 37 °C. En este, se determiné
que la permeabilidad de TDF es de 19 + 3.1*10° cm/segundo (Berben et al., 2018),
y por ende tiene una buena permeabilidad, de acuerdo a los valores establecidos
en el SCB (Papp > 1*10° cm/segundo) (Sachan et al., 2014).

4.3.2 Solubilidad y velocidad de disolucion de Tadalafilo.

La solubilidad y velocidad de disolucion son factores clave en los dos
primeros pasos de la farmacocinética (LADME) de los IFAs, i.e. liberacién y
absorcion (Wlodarski et al., 2014).

La solubilidad se define como la concentracion maxima de un soluto disuelto
en un solvente bajo condiciones controladas de temperatura y presion. Desde el
punto de vista biofarmaceéutico, el soluto es el IFA, y la solubilidad acuosa que
presenten es una de sus propiedades fisicoquimicas primordiales (Bou-Chacra et
al., 2017). En los farmacos administrados por via oral, a mayor solubilidad se
produce una mayor concentracion del IFA disuelto, disponible para su absorcion
intestinal. No obstante, la velocidad de disolucion se define como la velocidad de
transferencia del IFA sdlido a moléculas libres disueltas en solucion. Mientras que
la solubilidad es cuanto se puede disolver un soluto, la velocidad de disolucion es
que tan rapido lo puede hacer.

Tadalafilo ha demostrado ser un farmaco practicamente insoluble en agua,
con una solubilidad determinada de 2-3ug/mL a 25 °C (Zalit y Pal, 2006). Lo cual se
relaciona con una baja velocidad de disolucién, y por ende un Tmax de 0.5 hasta 6
horas (Shah et al., 2013). Segun lo establecido por el SCB, uno de los factores a
considerar para que un IFA tenga una buena solubilidad, es que al menos el 85%
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de la dosis del farmaco se disuelva en la primera media hora (Sachan et al., 2014),
condicion que posiciona a TDF como clase Il.

La solubilidad acuosa depende de dos factores: de la afinidad soluto-solvente
y de las interacciones intermoleculares en el soluto; por lo que la baja solubilidad de
TDF se puede atribuir a que es una molécula neutra, la cual, al no ser ionizada,
dificilmente sera disuelta en medios acuosos. Asi mismo, TDF es un sélido que se
encuentra en forma cristalina y presenta alto polimorfismo (Wlodarski et al., 2014).

Por lo cual, las estrategias para mejorar la solubilidad de TDF se pueden
dividir en dos grupos, basandose en la modificacién de las interacciones soluto-
disolvente (farmaco-disolvente) o en la modificacion de interacciones
intermoleculares en el estado solido (i.e. polimorfos, sales y cocristales). Dentro del
primer grupo, se han utilizado estrategias enfocadas en tecnologia farmacéutica,
tales como el uso de surfactantes, la formulacion de nanosuspensiones y
dispersiones soélidas, y la inclusion de TDF en complejos con B-ciclodextrinas
(Miclaus et al., 2015). Sin embargo estas no han tenido un éxito reportado hasta el
momento. Por otra parte, las estrategias del segundo grupo, han surgido como una
nueva aproximacion, y estan enfocadas en modificar el arreglo cristalino de TDF, a
través de su amorfizacion o la formacion de solidos multicomponentes, i.e.
cocristales (Wlodarski et al., 2015).

Debido a esto es importante estudiar los tipos de sélidos farmacéuticos en
los cuales se presentan los IFAs, especialmente TDF, debido a que el tipo de arreglo
molecular que tengan va afectar a su solubilidad y velocidad de disolucion (Healy et
al., 2017).

4.4 Solidos Farmacéuticos

En las ultimas décadas, la ingeneria de cristales ha ofrecido un amplio
entendimiento en las interacciones supramoleculares de los sodlidos, las cuales
tienen un impacto en su arreglo cristalino y en sus propiedades fisicoquimicas
(Almarsson et al., 2012). Los IFAs son frecuentemente administrados en formas
farmaceéuticas solidas por via oral, debido a las ventajas que presentan (i.e. tabletas,
capsulas, etc.), en su manipulacién y almacenamiento (Aakeroy, et al., 2007). Los
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IFAs pueden existir en diferentes formas sdlidas, cristalinas o amorfas, lo cual
impactara en sus interacciones intermoleculares, modificando su energia interna y
entalpia. Los sélidos cristalinos (Figura 7a) siguen un patron regular en la red
cristalina, con un arreglo ordenado. Esta caracteristica los vuelve
fisicoquimicamente mas estables y son idéneos para la sintesis controlada de los
IFAs (Vioglio et al., 2017). Por otra parte, los solidos amorfos (Figura 7b) tienen una
orientacion molecular variada, por lo que suelen ser mas solubles y tener una mejor
velocidad de disolucion (Healy et al., 2017). Dependiendo de la forma en la que se
encuentre el IFA, variaran sus propiedades fisicoquimicas y por ende

biofarmacéuticas.

a) Estado Cristalino b) Estado Amorfo

Figura 7. Formas en las que se puede clasificar el estado solido;
a) Forma cristalina, b) Forma amorfa.

Independiente de su estado cristalino o amorfo, y de sus polimorfos, los IFAs
se pueden presentar como un sistema de uno o mas componentes, ya sea como
anhidros, hidratos/ solvatos, sales o cocristales (Esquema 1). Cada uno presentara
diferentes propiedades fisicoquimicas, que pueden tener un gran impacto en la
biodisponibilidad del farmaco, por lo cual encontrar la forma sélida optima para cada
IFA es primordial (Vioglio et al., 2017).

Dentro de las diferentes formas sélidas, los hidratos y solvatos son aductos
moleculares multicomponentes que contienen al IFA y a una molécula huésped
(agua (hidrato) u otros solventes (solvato)) (Healy et al., 2017). No obstante, a pesar
de ser ampliamente utilizados en la industria farmacéutica (como con los antibidticos

R-lactamicos), actualmente no son la primera opcion en la innovacion y formulacion
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de IFAs (Almarsson et al., 2012). Esto se debe a que los solvatos presentan una
estabilidad dependiente de la temperatura y humedad, y son propensos a
transformarse en sdlidos cristalinos menos solubles o en sélidos amorfos inestables
facilmente. Ademas, actualmente el numero de solventes farmacéuticamente
aceptables es muy bajo, lo que dificulta su formulacion y aplicacion (Morissett et al.,
2004).

Por otra parte, las sales son complejos quimicos que comprenden un
ensamble de cationes y aniones, por lo que una sal farmacéutica es el ensamble de
un IFA (catiénico o anidnico) y su contraion (molecular o monoatémico) (Bond,
2011). Debido a que la mayoria de los IFAs contienen grupos nitrogenados o acidos
carboxilicos en su estructura, los cuales son ideales para la formacion de sales, se
estima que mas del 50% de los IFAs se administran en esta forma solida (Sarma et
al., 2011). Anteriormente la formacion de sales era la primera opcion para
contrarrestar los problemas de baja solubilidad de los IFAs (Vioglio et al., 2017), sin
embargo, su principal desventaja es que se limitan a IFAs con grupos ionizables
(Duggirala et al., 2016).

Férmas Solidas de los

IFAs
Crist;;inos Am;rfos
Un componente Un componente
Anhidros/ no Anhidros/ no
solvatados solvatados

Cocristales Sales Hidratos/ Coamorfos
Solvatos
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Esquema 1. Las diversas formas sodlidas en las que se puede presentar un IFA
(Modificado de Aitipamula et al., 2012).
TDF es un IFA que se encuentra en estado cristalino, y debido a su alto valor

de pKa (15.17) no es factible su uso para la formacion de sales. Finalmente, la
ingenieria cristalina ha propuesto estrategias para mejorar las propiedades de los
IFAs a través de polimorfos metaestables, formacién de fases amorfas y cocristales
(Bavishi y Borkhataria, 2016).

4.4.1 Estado cristalino de Tadalafilo

Tadalafilo es un polvo blanco de forma cristalina y hasta el momento se
encuentran reportados 8 polimorfos (I, II, 1ll, IV, V, VI, VIl y VIII), incluyendo una
forma solvatada y una anhidra (Weyna et al., 2012 ). La cristalinidad de TDF se ha
determinado a través de las técnicas de difraccion de rayos X de polvos y
monocristal, mediante el estudio del polimorfo I. En la figura 8 se presenta el patron
de difraccion de rayos X de TDF (polimorfo 1), en el cual se observan picos definidos

qgue corresponden a un estado cristalino.

CPS
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Figura 8. Patron de difraccion de Rayos X de Tadalafilo (polimorfo ). Condiciones:
step 0.05° rango 2-40 (DEG), velocidad 5.00 DEG/min. (Shlomit et al., 2006)13

El monocristal de TDF se encuentra reportado en la base de datos de

estructuras de Cambridge (CSD, por sus siglas en inglés Cambridge Structural
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Database), y corresponde al polimorfo | de TDF anhidro (refcode: IQUMAI). En la
estructura del monocristal (Figura 9) se observa que el empaquetamiento entre las
moléculas de TDF es a través de puentes de hidrogeno mediante el grupo indol y el
carbonilo lactamico de otra molécula vecina, via N-H --:O=C (Weyna et al., 2012).
Las interacciones por puente de hidrégeno de TDF lo hacen factible a formar
cocristales con coformadores que tengan grupos alcohol o acidos carboxilicos.

Asi mismo se ha demostrado que es factible modificar el arreglo cristalino de
TDF a través de la sintesis de su forma amorfa, mediante diversos métodos, tales
como la evaporacion asistida con disolvente (Wlodarski et al., 2014; Shimpi et al.,
2018). Por lo cual TDF es factible a modificar su estructura cristalina a través de la
formacion de cocristales o a la amorfizacion, y por ende modificar sus propiedades
fisicoquimicas, como solubilidad y velocidad de disolucién.

(a) (b)

Figura 9. (a) Puente de hidrogeno en la estructura cristalina de TDF (IQUMAI). (b)
Cadenas supramoleculares de TDF extendido en el eje b (Weyna et al., 2012).

4.4.1.1 Amorfizacion de Tadalafilo
Como se observo en la figura 7, a diferencia del arreglo cristalino, los solidos

amorfos presentan un arreglo desordenado en sus moléculas. Este desarreglo va
impactar en sus propiedades fisicoquimicas, sin modificar su estructura quimica. Ya

se ha reportado anteriormente incrementos en la solubilidad de hasta 250 veces
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cuando se amorfiza al IFA, en contraste con su sdlido cristalino (Huang y Tong,
2004). Debido a esto, en el afio 2014 WIlodarski y colaboradores generaron una
forma amorfa de TDF, como estrategia para mejorar su solubilidad. Para la
amorfizacion de TDF se utilizaron diferentes métodos, tales como, secado por
aspersion (spray drying), molienda criogénica, secado por frio y precipitacion por
antisolvente. Usando la misma técnica, Shimpi y colaboradores generaron la forma
amorfa de TDF para comparar su disolucion con el farmaco cristalino. No obstante,
en ambos estudios se demostré que TDF en medios acuosos, en estado amorfo o
cristalino, genera una rapida disolucion y supersaturacion que da como resultado
una pronta precipitacion y cristaliza inmediatamente (Wlodarski et al., 2014; Shimpi
et al., 2018). Por lo que la amorfizacion de TDF se pierde una vez que se encuentra
en contacto con medios acuosos y por ende no alcanza una mejora en sus
propiedades fisicoquimicas.

Debido a lo anterior, los esfuerzos en mejorar la solubilidad de TDF se han
enfocado en la modificacion de su arreglo cristalino a través de sistemas
multicomponentes, y en el uso de polimeros o surfactantes inhibidores de la
precipitacion (Alvani et al., 2019).

4.5 Cocristales

Los cocristales, como se vio en el esquema 1, son solidos cristalinos
multicomponentes, formados por dos 0 mas componentes en una red cristalina con
una estequiometria definida (Bavishi y Borkhataria, 2016). Por su parte, los
cocristales farmacéuticos (Figura 10) se establecen cuando se forma la red cristalina
entre un IFA y un coformador (molécula pequefa e innocua para el organismo)
(Aitipamula et al., 2012).

En los cocristales se sustituyen las interacciones IFA-IFA por interacciones
IFA-coformador, sin modificar los enlaces covalentes del IFA. Esto implica que no
hay una modificacion en la unidad molecular con actividad farmacolégica y por ende
no es necesario realizar los estudios clinicos o de toxicidad nuevamente, trayendo
ventajas en costos y tiempo (Almarsson et al., 2012). Las interacciones IFA-

coformador son de forma no covalente, a través de enlaces débiles principalmente
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por puentes de hidrégeno, no obstante se pueden formar mediante enlaces Tt — 7w o

fuerzas de Van der Waals (Rodriguez-Hornedo, et al., 2006).

Coformador

Cocristal farmacéutico

Figura 10. Sistema multicomponente de un cocristal farmacéutico (Modificado de
Bavishi y Borkhataria, 2016).

Los cocristales al modificar el arreglo cristalino de los IFAs, generan NFS, las
cuales cambian las propiedades fisicoquimicas del IFA, tales como solubilidad,
velocidad de disolucion y estabilidad fisica (Elder et al., 2013). Estos representan
un nueva estrategia en el desarrollo de medicamentos, y una oportunidad para
patentar una NFS del IFA, o evitar la infraccidn de la solicitud de patente existente.
Debido a lo anterior, en los ultimos afios se ha notado un incremento evidente en el
numero de cocristales farmacéuticos reportados, tanto por la academia como por la
industria farmacéutica, como se muestra en la figura 11 (Kavanagh et al., 2019). Lo
que significa que la cocristalizacion es una estrategia novedosa y rentable para la
modificacién de los IFAs.
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Figura 11. Publicaciones de cocristales del 2001 al 2018, con base en datos cientificos
PubMed (barras negras), y en la base de datos de la oficina de patentes y marcas de
E.U.A. (barras blancas) (Kavanagh et al., 2019)

4.5.1 Diseio de los cocristales

El disefio de cualquier cocristal conlleva cuatro pasos importantes: analisis
estructural, selecciéon de coformadores, sintesis y caracterizacién del cocristal
(Sarma et al., 2011). A pesar del gran numero de cocristales que se han sintetizado,
es indispensable un estudio especifico de las interacciones intermoleculares del
IFA, puesto a que cada uno tiene una composicion molecular diferente (Duggirala
et al., 2016). La comprension de las interacciones intermoleculares, interacciones
IFA-IFA en el contexto del ensamblaje del cristal, es esencial para determinar los
grupos funcionales del IFA que permitan un reconocimiento molecular por parte del
coformador (Shan y Zaworotko, 2008).

Debido al alto numero de coformadores que existen actualmente para la
formacion de cocristales, un enfoque basado en el conocimiento de la estructura
cristalina del IFA es fundamental para evaluar la probabilidad de formacion de
cocristales (Wood et al., 2014). Actualmente existen herramientas para estudiar la
estructura cristalina del IFA y establecer las interacciones que puede formar con los
coformadores. El software Mercury ®, a través del Centro de Datos Cristalograficos
de Cambridge (CCDC, por sus siglas en inglés, Cambridge Crystallographic Data

Centre), incorpora una herramienta para la busqueda, screening, de cocristales
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dentro de su menu CSD-Materials. La evaluacion se realiza con el analisis
estructural del IFA contra una biblioteca elegida de posibles coformadores con sus
diferentes conformaciones para la molécula objetivo (Macrae et al., 2020). Asi
mismo, otra herramienta dentro de CSD-Materials es la de Full Interaction Maps, la
cual se utiliza para evaluar las interacciones preferenciales de una molécula. Esto
es posible gracias a la base datos que contiene, llamada /soStar, la cual almacena
la geometria de las interacciones intermoleculares de diferentes grupos funcionales,
derivados de la superposicion de cientos de miles de moléculas ingresadas en la
CCDC. Por ejemplo en la figura 12 se muestran las posibles interacciones de
Sulfatiazol, en azul las zonas con grupos donadores de puente de hidrogeno, y en
rojo las zonas con grupos aceptores (Wood et al., 2013). Por lo cual mediante estas
herramientas no solo se puede evaluar las estructuras cristalinas, si no también se

pueden establecer las interacciones con las coformadores (Macrae et al., 2020).

Figura 12. Mapa de interacciones alrededor de la conformacion molecular de
Sulfatiazol (Modificada de Wood et al., 2013).

4.5.2 Selecciéon de coformadores.

Uno de los mayores retos en el disefio de cocristales es determinar que
coformadores formaran un cocristal con el IFA de interés antes del analisis de las
propiedades del solido obtenido (Vologzhanina, 2019). Para la seleccion de los
coformadores se deben de tomar en cuenta dos parametros: 1) que tengan grupos
funcionales que puedan establecer una interaccidon con el IFA de interés y 2) que
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sean seguros para el organsimo, que no presenten propiedades tdxicas y que sean
farmacéuticamente aceptables, tales como los nutracéuticos o los que se
encuentran en la lista GRAS (por sus siglas en ingles: Generally Recognized as
Safe) de la FDA (Schultheiss et al., 2010).

Para establecer las interacciones farmaco-coformador se utiliza un modelo
de ensamble molecular, denominado sinton supramolecular, el cual se forma a
través de los grupos funcionales complementarios del IFA y el coformador
(Duggirala et al., 2016). El término sintdn supramolecular fue inicialmente
introducido por Desiraju, quien lo definio como el patron especifico que se forma a
través del reconocimiento intermolecular, y este puede ser en una, dos o tres
dimensiones. Este término combina el entendimiento quimico del reconocimiento
molecular, y la geometria del empaque cristalino (Desiraju, 2013). Los sintones
pueden ser homosintones o heterosintones (Figura 13); los primeros son aquellos
que se complementan por los mismos grupos funcionales, como los dimeros de
acidos carboxilicos; los segundos se complementan por grupos funcionales
distintos, los cuales pueden ser: acido carboxilico-amida, acido carboxilico-
nitrogeno aromatico, alcohol-nitrégeno aromatico, alcohol-amina, entre otros
(Duggirala et al., 2016).

H
/
O-H-Q O -
—/< | % 4{ 11 }—
_H ...... O R I
/
H
homosintones
H
/
O----H—N Qe
4{ 111 >/-7 —{ | A%
O—H------0 —H------ 7\

heterosintones

Figura 13. Homosintones y heterosintones mas comunes en conjuntos
supramoleculares (Bond, 2011).
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Para determinar que grupos pueden estar involucrados en la formacion del
sinton supramolecular entre el IFA y los coformadores, se evalua la estructura
cristalina del IFA. En el estudio del monocristal de TDF, seccién 4.4.1, se demostro
que es factible formar cocristales por medio de puentes de hidrégeno con sus
grupos indol o lactamico, y los grupos alcohol o &acido carboxilico de los
coformadores. Por ende, la formacién de cocristales de TDF sera mas factible por
medio de heterosintones (Weyna et al., 2012). Anteriormente se ha demostrado que
es mas factible la formacion de cocristales por medio de heterosintones, tal como
se observd en los cocristales del acido acetil salicilico (aspirina), los cuales se
forman por medio de heterosintones a pesar de que sus interacciones IFA-IFA sean
a través de homosintones (Figura 14).

Figura 14. Sintones supramoleculares en cocristales farmacéuticos. (A)
Homosinton de acido carboxilico-acido carboxilico en la aspirtina; (B) Heterosinton
de acido carboxilico-nitrogeno en el cocristal aspirina:meloxicam; (C) Heterosinton

de acido carboxilico-amida en el cocristal de aspirina:carbamazepina (Almarsson
etal., 2012).

Actualmente ya se encuentran varios cocristales de TDF reportados y
patentados por diferentes grupos de investigacion. En nuestro grupo de
investigacion, el Grupo Interdisciplinario en Quimica y Farmacia del Estado Sélido
ClQ-FF.UAEM, en colaboracion con Laboratorios Senosiain S.A. de C.V., se realiz6
la busqueda inicial de NFS de Tadalafilo (Patentes otorgadas en Meéxico

MX357741B (2018), Rusia RU 2634713 (2017), Espafa ES2648369B2 y E.U.A.
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US9278970 B2 (2016)). Por las caracteristicas estructurales de Tadalafilo (Figura
3), se realizd el primer screening utilizando alrededor de 40 coformadores, con
alcoholes, aminoacidos, 4acidos dicarboxilicos de cadena lineal, acidos

hidroxibenzoicos y compuestos aromaticos, los cuales se muestran en la Tabla 3.

No obstante, de los 40 coformadores evaluados unicamente se obtuvieron 7
NFS, incluyendo solvatos y cocristales, utilizando como coformadores los acidos 3-
hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzoico, 2,-3-dihidroxibenzoico, 2,5-dihidroxibenzoico,
3,4,5-trihidroxibenzoico, L-tartarico y D-malico (Carlos-Martinez, 2017). Otros
cocristales de TDF se han sintetizado en los grupos de investigacion de Weyna y
colaboradores en el 2012, y Hannah y colaboradores en el 2013. Los coformadores
utilizados para la sintesis de los cocristales se muestran en la Tabla 4, los cuales
son de la lista GRAS de la FDA.

Tabla 3. Coformadores utilizados para la busqueda de NFS de Tadalafilo por Herrera
y colaboradores (resultados no publicados).

Acidos di- Acidos Amidas Alcoholes
carboxilicos de Hidroxibenzoicos Heterociclicas
cadena lineal Aromaticas
Oxalico 2-hidroxibenzoico Picolinamida Xilitol
Succinico 3-hidroxibenzoico Nicotinamida
Adipico 4-hidroxibenzoico Isonicotinamida
Maléico
Acidos Acidos di- o tri- Acidos Carboxilicos Aminoécidos
Hidroxicarboxilicos de Hidroxibenzoicos Aromaticos
cadena lineal
Glicdlico 2,3-dihidroxibenzoico Benzoico Glutamina
L-Tartarico 2,4-dihidroxibenzoico Ftalico L-Fenilalanina
D-Tartarico 2,5-dihidroxibenzoico Acido Mandélico L-Serina
DL-Tartarico 2,6-dihidroxibenzoico Acido vanilico L-Treonina
Meso-Tartarico 3,4-dihidroxibenzoico Acetilsalicilico L-Tirosina
D-Malico 3,5-dihidroxibenzoico 3-Aminobenzoico
acidos
L-Malico 3,4,5-trihidroxibenzoico Ascorbico
DL-Malico Acido 1-hidroxi-2-
naftoico
Citrico
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Tabla 4. Coformadores utilizados que permitieron la obtencion de cocristales de

Tadalafilo.

Weyna y colaboradores en el afio 2012

OH

HO

Metilparabeno | Propilparabeno Acido Acido 4-
hidrocinamico hidroxibenzdico
OO~ o) OH
CHs
OH

OH

Herrera y colaboradores en el aino 2012. Patentes otorgadas en México MX357741B
(2018), Rusia RU 2634713 (2017), Espafa ES2648369B2 y E.U.A. US9278970 B2

(2016).
Ac. 2,3-Dihidroxibenzoico Ac. 2,5-Dihidroxibenzoico | Ac. 3,4,5-Trihidroxibenzoico
HO (0] (0] OH (@) OH
OH OH
HO OH
OH HO OH
Ac. 3-Hidroxibenzoico | Ac. 4-Hidroxibenzoico L-Tartarico D-Malico
COOH COOH OH O
HO (0] OH
OH | o OH
OH o O OH X

Hanna y colaboradores en el afio 2013 (Patente USA n°® US8586587)

Acido malénico

Acido oxalico

) (0]

HO)J\/U\OH

O

HO
%OH

)

Asi mismo, se encuentran reportadas algunas de las estructuras cristalinas

de los cocristales de TDF, de las cuales se puede analizar el tipo de sintdn

supramolecular que establece con los coformadores. En el cocristal reportado en la

tesis de maestria de Carlos-Martinez (Figura 15a) se forma un heterosintdn via

C=0:---H-0, entre el IFA y el coformador acido D-malico (Dmal), respectivamente.

El mismo heterosintén se demostré en el cocristal de TDF sintetizado con acido

malonico (MOA) (Figura 15b). Por lo que a pesar de que TDF tiene grupos

donadores y aceptores de puentes de hidrégeno, la formacion del cocristal se ve
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favorecida a través del grupo carbonilo del 2,5-dicetopiperazina, el cual actua como
aceptor.

I

Figura 15. Estructuras cristalinas de los cocristales: a) TDF-Dmal y b) TDF-MOA
(Carlos-Martinez, 2017; Shimpi et al., 2018).

4.5.2.1 Coformadores Nutracéuticos

Ademas de los coformadores de la lista GRAS de la FDA, en los ultimos afos
se han afadido a los nutracéuticos como formadores de cocristal (Thakuria y Sarma,
2018). Los nutracéuticos fueron definidos por primera vez en 1989 por DeFelice, los
cuales son alimentos (o parte de alimentos) que brindan beneficios para la salud,
ayudando en la prevencion o tratamiento de enfermedades y desordenes
alimenticios (DeFelice, 1997). El término nutracéutico reune dos criterios "nutricion”
y “farmaco”, y facilmente puede ser relacionado con los suplementos alimenticios,
no obstante estos ultimos no siempre tienen un valor agregado en la salud, para la
prevencion o tratamiento de alguna enfermedad especifica (Santini et al., 2018). Los
nutracéuticos apoyan en el tratamiento de las enfermedades crénico degenerativas,
cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes tipo Il y en algunos tipos cancer.
Asimismo, disminuyen los procesos de oxidacidn y envejecimiento del cuerpo, y los
procesos de inflamacion (Espin et al., 2007)

La mayoria de los nutracéuticos son extraidos de plantas, tales como de

vegetales, raices y frutas, asi mismo algunos son derivados animales, como las

42



vitaminas y aminoacidos (Chadha et al., 2015). No obstante, los nutracéuticos se
administran en dosis mayores a las que obtendriamos normalmente de los
alimentos, concentrando solo el agente activo, y se pueden comercializar como
tabletas, capsulas, u otras formas solidas (Espin et al., 2007). Estos estan
conformados por polifenoles, acidos fendlicos, cumarinas, estilbenos, flavonoides,
vitaminas, acido retinoico, acido L-ascorbico, entre otros (Tabla 5) (Sinha et al.,
2015).

De estos, cabe resaltar que tienen grupos formadores de puentes de
hidrogeno (Figura 16), los grupos OH y C=0, lo que facilita la formacion de
cocristales con TDF, y demas IFAs. El efecto sinérgico de los nutracéuticos en
conjunto con los IFAs puede ser aprovechado para mejorar sus propiedades
fisicoquimicas, tales como estabilidad, solubilidad y biodisponibilidad (Thakuria y
Sarma, 2018). Asi mismo el efecto antioxidante de los nutracéuticos puede ser
utilizado para brindar estabilidad a los IFAs propensos a oxidarse (Sinha et al.,
2015).

Tabla 5. Nutracéuticos comunmente utilizados como coformadores (Sinha et
al., 2015).

acido galico pterostilbeno catechin pyridoxina
acido protocatecuico miricetina galato de epicatequina biotina
vainillina quercetina epigallocatechin gallete ascorbic acid
cafeina fisetina pinoresinol colecalciferol
acido p-coumarico luteolin podofiloxtina ergocalciferol
acido sinapico baicalein retinal acido folico
acido ferulico naringenina acido retinodico menadiona
resorcinol hespertina riboflavina 7-hidroxic-6-

L — - metoxicumarina
resveratrol genisteina acido pantoténico
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Figura 16. Estructuras clasicas de los nutraceuticos

Schultheiss y colaboradores se enfocaron en la preparacion de varios

cocristales farmacéuticos utilizando nutracéuticos como coformadores, de los
cuales se obtenia una gran ventaja en la solubilidad cuando se utilizaba cafeina
como coformador. Asi mismo, Nangia y colaboradores reportaron cocristales de
isoniazida con los nutracéuticos resorcinol, acido ferulico, vainillina y cafeina, de
igual forma para mejorar las propiedades fisicoquimicas del IFA (Swapna et al.,
2014).
Debido al éxito emergente del uso de nutracéuticos como formadores de cocristal,
se tomaron en cuenta para la sintesis de NFS de TDF, puesto que no hay cocristales
de TDF con nutracéuticos reportados hasta el momento. Estos podrian formar
cocristales y afiadir beneficios en salud.

Una vez que se establecen los coformadores, el siguiente paso en el disefio

de un cocristal es el cribado de nuevas fases y la sintesis de los cocristales.

4.5.3 Cribado de nuevas fases y sintesis de cocristales de Tadalafilo

Para el screening y sintesis de cocristales de TDF se deben establecer
relaciones estequiométricas definidas entre el IFA y el coformador. La
estequiometria del cocristal debe ser tal que la proporcién del coformador esté
dentro de los limites aceptables de un aditivo determinado en una preparacion
farmaceéutica (Cheney et al., 2011).

Para todas las metodologias utilizadas los solventes deben ser
seleccionados dependiendo de la solubilidad del farmaco y de los coformadores
(Shimpi et al., 2018). Sin embargo, los disolventes no se eliminan por completo
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durante la fabricacion, debido a esto se ha preferido usar los solventes
pertenecientes a las clases Il y IV de la FDA, los cuales son menos toxicos y tienen
menor riesgo para la salud. Los solventes pertenecientes a las clases | y Il no son
recomendables para uso farmacéutico ni consumo humano, y deben de ser evitados
usarse en concentraciones menores a 0.1 mg por dia (FDA, 2013).

Anteriormente, se realizd la busqueda de NFS de TDF utilizando los
solventes tetrahidrofurano (THF), metanol (MeOH), acetona y acetonitrilo, y las
metodologias usadas fueron la reaccion de cristalizacidon desde suspension, la
molienda mecano-quimica asistida por disolvente (RxM) y la transformacion de fase
mediada por solucion (slurry) (Patente Espafia n°® ES2530423 y Patente USA n°
US9278970B2, 2016).

La cristalizacion desde solucion es una de las técnicas mas antiguas y
utilizadas para la separacion y purificacion de materiales cristalinos. La reaccion de
cristalizacion consiste en una solucién supersaturada, condicion meta-estable en la
cual el soluto se auto-ensambla y eclosiona como un nucleo. El nucleo
subsecuentemente crecera mediante la incorporacion de mas soluto, formando
finalmente cristales macroscépicos. Esta reaccidn se ve favorecida por la

disminucion en temperatura (Figura 17) (Bernardes et al., 2014).

Solvente
® Soluto
e

Nucleacion

Disminucion de la temperatura

Figura 17. Proceso de cristalizacion a partir de una solucion saturada (Modificada
de Bernardes et al., 2014)
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Para la formacion de cocristales de TDF a partir de la reaccion de
cristalizacion se genera una solucion saturada del coformador, basada en las
solubilidades de TDF y coformadores. La solucion saturada se mantiene en
agitacion y se anaden pequenas cantidades de TDF, las cuales se deben disolver
perfectamente. El cocristal precipita como un solido en la solucion cuando es
termodinamicamente mas estable (Shimpi et al., 2018). Es muy importante
seleccionar un solvente en el cual la solubilidad de los componentes sea similar, ya
gue si sus solubilidades son notablemente diferentes precipitara sélo uno de los
componentes, y no sera posible la formacion del cocristal (Portell et al., 2011).

Otra reaccion ampliamente utilizada para la formacion de cocristales es la de
slurry (Figura 18), la cual es mediada por la agitacion o sonicacién, y consiste en
colocar en un vial las relaciones equimolares del IFA y el coformador, y pequefias
cantidades del disolvente en caso de ser necesario. El sistema se mantendra en
agitacion constante hasta completar la reaccion, la cual se caracteriza por la

formacion de una pasta (Qiao et al., 2011).

Disolvente

IFA

Figura 18. Diagrama de la reaccion de Slurry

4.5.3.1 Reaccion de molienda mecano-quimica.

Por otra parte, la molienda mecano-quimica es una reaccion quimica llevada

a cabo con energia mecanica, y ha surgido como una técnica novedosa para la
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formacion de cocristales (Uzarevic et al., 2015). Se agregan cantidades equimolares
del IFA y del coformador, con una pequefia cantidad de disolvente en caso de ser
necesario para catalizar la reaccion (Jampilek y Dohnal, 2012). Este método se basa
en aplicar fuerza mecanica sobre los reactivos para promover sus transformaciones
fisicas y quimicas; esta puede ser administrada personalmente en un mortero con
pistilo, o mediante equipos como molino de bolas o molino vibratorio (Figura 19),

hechos de acero, aluminio o carburo de tungsteno (Qiao et al., 2011).

Coformador

o

A) B)

Figura 19. Diagrama de molienda mecano-quimica asistida con disolvente,
A) Utilizando mortero con pistilo, B) Utilizando molino de bolas.

Esta reaccion ha demostrado ser altamente selectiva y exitosa en la
transformacion de moléculas y materiales. Asi mismo, se sugeria que la pequena
cantidad de disolvente utilizada tenia un papel puramente fisico, actuando como
lubricante en la reaccion para facilitar la difusion molecular (FriS¢i¢ y Jones, 2009).
No obstante, es un desafio comprender los procesos que suceden en los polvos
cuando se encuentran bajo molienda por las fuerzas mecanicas que se aplican a
gran velocidad, por lo que se ha estudiado el mecanismo de reaccidén paso por paso

mediante ensayos ex situ. Estos consisten en interrumpir periodicamente la reaccion
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y analizar al polvo por técnicas del estado solido, como difraccién de rayos x de
polvos (DRXP), espectroscopia Raman e infrarrojo, o resonancia magnética nuclear
de sdlidos. Las observaciones en “tiempo real” revelaron que la cantidad de
disolvente utilizada si tiene una influencia directa en la formacion del cocristal
(Uzarevi¢c et al.,, 2015). Asi mismo, se estudid paso a paso la reaccion
mecanoquimica para la formacién de cocristales de pirazinamida con acido oxalico,
de la cual se determind que la presencia de agua era fundamental para la formacion
del cocristal (Kulla et al., 2017).

Por consiguiente, debido a todos lo cocristales sintetizados mediante la
reaccion de molienda mecanoquimica, esta surge como una estrategia rapida y
efectiva para obtener NFS, las cuales no son posible de sintetizar por otros métodos
en solucion debido a su baja solubilidad (Kulla et al., 2017). Asi mismo se ha
demostrado la sintesis de cocristales de TDF mediante esta técnica de forma rapida
(de 10 a 15 minutos ) y eficaz (Carlos-Martinez, 2017). Una vez realizada las
diferentes metodologias de sintesis para el screening de NFS, el paso inmediato es

la caracterizacion de los sélidos obtenidos.

4.5.4 Métodos generales de caracterizacion fisica y espectroscoépica

Hasta el momento, la caracterizacion de los cocristales de TDF consiste en
las técnicas de caracterizacion fisica de los sélidos por difraccion de rayos X de
polvos (DRXP) y monocristal (DRXM), analisis térmico por calorimetria de barrido
diferencial (DSC, por sus siglas en inglés Differential Scanning Calorimetry) y
analisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés Thermal Gravimetric
Analysis). Y el estudio espectroscopico por raman e infrarrojo (IR).

4.5.4.1 Difraccion de Rayos X
Actualmente, las técnicas de difraccion de rayos X (DRX) se consideran el

estandar de oro para la caracterizacion del estado solido, ya que permite distinguir
entre polimorfos, solvatos, sales, cocristales y amorfos. Cada compuesto produce
su propio patron de difraccidn caracteristico, y estos se pueden obtener de un unico
cristal (DRXM) o de una muestra pulverizada del material (DRXP). La primera puede
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detallar la composicion estructural de un sélido, mientras que la segunda puede
mostrar el arreglo cristalino de un sélido con base en su orden/o desorden molecular

(Ivanisevic et al., 2010). Ambas técnicas se rigen por la ley de Bragg:

nA\=2d sinB
Ecuacién 1. Ley de Bragg

Donde A corresponde a la longitud de onda de los rayos X, los cuales suelen ser
emitidos por una ldmpara de cobre a 1.54 A; d es el espacio reticular entre los planos
del cristal y 6 es el angulo de difraccion entre los diferentes planos. La ecuacion se
presenta en la figura 20, donde se representan los rayos X emitidos contra los
difractados.

Rayos X

Rayos X
Emitidos ayos

Difractados

Figura 20. Representacion esquematica de la difraccion de rayos X.

Los patrones de DRXP muestran la intensidad difractada de un sélido en
funcion del angulo 26 (angulo entre las ondas de rayos X difractadas y no
desviadas), y este parametro es considerado una “huella dactilar” de la muestra, ya
gue es particular para cada sélido. Por otra parte, en la DRXM la intensidad de la
difraccion es capturada en tres dimensiones por un detector de area o CCD (por sus
siglas en inglés: Charge Coupled Device). A pesar de que la DRXM brinda la
informacion estructural de la molécula del cocristal, no en todos los casos se logra
la formacion de monocristales, por lo que la DRXP es una técnica crucial para
discernir entre mezcla fisica (MF) y NFS; para ello se comparan los patrones de
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difraccion del cocristal y de las materias primas para identificar la formacion de NFS
(Zaworotko et al., 2011; Pharmacopeia, 2007).

Los equipos utilizados para estas técnicas son los difractometros (Figura 21),
y actualmente estan equipados para controlar la humedad y temperatura, ampliando

Su rango de usos.

Figura 21. Difractometros de Rayos X de marca Bruker a) Polvos b) Monocristal.

4.5.4.2 Analisis térmico (DSC y TGA)

El objetivo del analisis térmico es evaluar las propiedades fisicas y quimicas

de los solidos (TDF, NFS y coformadores) cuando se someten a un incremento
gradual de la temperatura. Los sucesos termodinamicos encontrados pueden
indicar la identidad y pureza de las materias de partida, asi mismo, pueden
demostrar la formacién de una NFS.

En la técnica de DSC se establece una rampa de temperatura ascendente,
de la cual se obtienen datos calorimétricos cuantitativos, tales como: transicion
vitrea, capacidad calorifica, punto de fusién, punto de cristalizacion,
descomposicion, entalpia o entropia; y cada una va ser caracteristica para cada
sélido (Menczel et al., 2009). Los cambios de fase o descomposicion se pueden
apreciar antes del punto de fusion, el cual se observa como un pico endotérmico
definido en el termograma, tal como se muestra en la figura 22. En ésta se aprecia
el punto de fusion de TDF, del acido maldnico y del cocristal sintetizado por Shimpi

y colaboradores en el afio 2018.
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Figura 22. Termograma de DSC de Tadalafil (TDF); acido malonico (MOA); y
cocristal TDF-MOA (Shimi et al., 2018)

Por otra parte, el analisis termogravimétrico (TGA) evalua los cambios en
masa de una muestra en funcién de la temperatura o tiempo de calentamiento, en
una atmosfera controlada. Generalmente se realiza en conjunto con el DSC, y
ambos brindan informacién importante en la caracterizacion del estado sdlido, tal
como procesos de desolvatacion, transformacion de fase, y estequiometria de las
NFS. En este analisis se correlaciona la pérdida de masa en TGA con los eventos
endotérmicos encontrados en DSC, tal como se muestra en la figura 23, en la cual

se muestra el cocristal de TDF sintetizado por Shimpi y colaboradores.
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Figura 23. Termograma de DSC/TGA de cocristal TDF-MOA, tomado de Shimpi et
al., 2018.

4.5.4.3 Espectroscopia vibracional (Raman, IR)

Las técnicas de espectroscopia de Raman e infrarrojo permiten detectar
cambios vibracionales en los grupos funcionales de TDF, originados por las
interacciones entre el IFA y el coformador. La técnica de IR consiste en medir la
absorcion del solido en la region de infrarrojo (4000-400 cm™'), la cual es apropiada
principalmente para la identificacion de grupos -OH, -NH y carbonilos. Por otra parte,
mediante la espectroscopia de Raman se mide la dispersion de luz inelastica, en
regiones de 3500-50 cm™, y es particularmente mas sensible para enlaces C-C y
compuestos aromaticos (Zaworotko et al., 2011; Pharmacopeia, 2007).

Estas técnicas son sensibles para detectar cambios en el espectro de TDF, y se han
utilizado anteriormente para la caracterizacion y deteccion de medicamentos falsos
y adulterados de Cialis® (Kwok y Taylor, 2012).

Una vez realizada la caracterizacion completa de los cocristales de se debe

llevar a cabo la evaluacién de sus propiedades biofarmacéuticas.
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4.6 Propiedades biofarmacéuticas de Tadalafilo y las Nuevas Fases
Sélidas.

Debido a que la solubilidad y la velocidad de disolucion son las principales
propiedades biofarmacéuticas de TDF que se desean mejorar, son éstas las que se
deben evaluar para medir el efecto de la cocristalizacién. En cocristales reportados
anteriormente de TDF, unicamente se reportan las técnicas de caracterizacion, sin
demostrar que se hayan mejorado las propiedades biofarmacéuticas del IFA
(Weyna et al., 2011; Hanna et al., 2013).

La velocidad con la que TDF se libera de la forma farmacéutica al medio
fisiolégico es conocida como velocidad de disolucidon. Esta juega un papel muy
importante en la farmacocinética ya que el farmaco debe ser disuelto para poder ser
absorbido y por ende encontrarse biodisponible (Di y Kerns, 2015). No obstante, la
velocidad de disolucion de TDF se ve limitada por su solubilidad, la cual se define
como el equilibrio termodinamico de un soluto entre dos fases: solida y liquida (Roy
et al., 2012). La solubilidad (Figura 24) es un proceso termodinamico basado en la
energia libre de solubilizacion, que involucra las interacciones en la red cristalina,
interacciones soluto-soluto (en los cocristales es IFA-coformador), y las
interacciones entre el soluto y el solvente (solvatacion) (Maheshwari et al., 2012).
Estos dos factores contribuyen a la energia libre de Gibbs (AG) del soluto, la cual

se rige por la siguiente ecuacion:

AGsqucién=AGred cristalina AGsoIvatacién
Ecuacioén 2. Ecuacion energia libre de Gibbs

Los cocristales son una forma efectiva para alterar el AGreq cristalina debido a
que las interacciones que se establecen entre el IFA y el coformador influyen en las
energias de red y solvatacion asociadas (Maheshwari et al., 2012). En un estudio
se analizo la AG de 350 cocristales, de los caules se determin6é que podian
incrementar la energia libre de Gibbs hasta 8 kJ:mol~!, en comparacion de los
solidos cristalinos (Taylor y Day, 2018), cuando se utilizaban coformadores con alta
solubilidad (Maheshwari et al., 2012).
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Figura 24. Representacion esquematica del proceso de solubilizacion de un
cocristal (Roy et al., 2012).

Good y Rodriguez-Hornedo derivaron un modelo matematico basado en la
disociacion e ionizacion de los cocristales, el cual explica que la solubilidad de un
cocristal depende del pH, el pKj, la estequiometria del cocristal y la concentracion
de los coformadores. Asi mismo, las propiedades de ionizacién del coformador van
a influenciar la dependencia de pH del cocristal (Maheshwari et al., 2012).

4.6.1 Supersaturacidon de las NFS cocristalinas

La ventaja en la solubilidad (SA, por las siglas en inglés solubility advantage)
es la relacion entre la solubilidad que presenta el cocristal y la solubilidad del IFA
(Ecuacion 3).

SA= Scocristal/ SiFA
Ecuacion 3. Ecuacidn de ventaja en la solubilidad
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En los ultimos afnos se ha utilizado la SA como parametro para determinar la
estabilidad de fase en solucién de los cocristales. Ya que cuando la solubilidad del
cocristal es 10 veces mayor a la del farmaco se produce el efecto de supersaturacion
en el medio. No obstante, la supersaturacion es un efecto indeseado de las NFS ya
qgue conduce a la precipitacién del IFA libre, que es la forma mas estable en solucion
pero también la mas insoluble (Huang et al., 2019).

Otro parametro clave para determinar la estabilidad termodinamica de los
cocristales, asi como su solubilidad, es la constante eutéctica (Keu), la cual es
directamente proporcional al cuadrado de la SA. Este se determina cuando el
cocristal se encuentra en equilibrio con sus componentes en solucion y se pueden
determinar las concentraciones eutécticas del farmaco y coformador (Kuminek et

al., 2019); matematicamente se define como:

[coformador]eu _ , Scocristal

Keu= [[FAleu ( S(IFA)

)2 =SA2

Ecuacion 4. Ecuacion de punto eutéctico

Donde Keu es la constante eutéctica y los términos entre paréntesis indican las
concentraciones molares bajo las condiciones evaluadas (Huang et al., 2019).
Valores de Key < 1 indican que el cocristal es menos soluble que el farmaco, mientras
que valores de Key > 1 indican un cocristal mas soluble que el farmaco con la
posibilidad de generar una solucién supersaturada que mejore la absorcién. No
obstante, valores muy grandes de Keyindican que la supersaturacion del farmaco
alcanzaria concentraciones muy altas lo que supone el riesgo de inducir una rapida
precipitacion del farmaco y una nula ventaja en la absorcion (Good y Rodriguez-
Hornedo, 2010). Por lo que, a pesar de la ventaja en solubilidad ganada de los
cocristales, la rapida precipitacién impide mejorar la biodisponibilidad del IFA (Childs
et al., 2013). A este efecto se le conoce como spring (Figura 24). Debido a esto, el
objetivo no se debe enfocar unicamente en incrementar la solubilidad del IFA, si no
también se debe generar un estado meta-estable de supersaturacion que se
mantenga por un tiempo prolongado (Bavishi y Borkhataria, 2016). A este efecto se

le conoce como spring-parachute (Figura 25), y fue acufiado por primera vez en
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cocristales por Remenary colaboradores en el afio 2007. El area bajo la curva (ABC)
funcionara como indicador del estado meta-estable del cocristal, ya que es
directamente proporcional a la disolucion, pero inversamente proporcional a la

precipitacion (Kuminek et al., 2019).

1) Polvo cristalino
2) Efecto spring
3) Efecto spring-parachute

Concentracion del farmaco

Tiempo

Figura 25. Concepto spring-parachute para alcanzar la solubilidad de farmacos
insolubles. (1) forma cristalina poco soluble; (2) cocristal cuya solubilidad cae
rapidamente; (3) forma del farmaco soluble que se mantiene en la zona
metaestable.

Puesto que TDF presenta muy baja solubilidad (3ug/mL), no es sorpresa que
los cocristales de TDF sintetizados hasta el momento presenten supersaturacion y
precipiten inmediatamente, efecto spring. Por lo cual utilizando unicamente la
cocristalizacion (i.e., TDF-D-Malico, TDF-MOA, TDF-Metilparabeno), no se logra
incrementar el ABC de TDF. El punto critico actual en la formacién de NFS de TDF,
es generar un sistema en el cual se encuentren en una fase meta-estable, y asi
inhibir su pronta precipitacion (Carlos-Martinez, 2017; Shimpi et al., 2018; Alvani et
al., 2019).

4.6.2 Inhibicion de la precipitacion de NFS cocristalinas
Para alcanzar un estado meta-estable del cocristal, por un tiempo mas

prolongado, se ha demostrado que el uso de los excipientes adecuados (polimeros
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y surfactantes) puede minimizar o retardar el efecto de precipitacion del IFA, por el
estado de supersaturacion de las NFS (Gao y Shi, 2012).

El efecto inhibidor de la precipitacion de los cocristales se observo en el afio
2013, Childs y colaboradores presentaron cocristales de danazol:vainillina 1:1, el
cual incrementaba unicamente el ABC 1.7 veces. Sin embargo, cuando se
formulaba con una mezcla de excipientes, TPGS (d-alfa polietilenglicol 1000
succinato) como solubilizante, e HPC (hidroxipropil celulosa) como polimero
inhibidor de la precipitacion (PIP), el incremento en el ABC era 10 veces mayor,
tanto in vitro como in vivo (Figura 26). Por lo que esta estrategia resultdé novedosa y

efectiva, para incrementar el ABC de los cocristales.
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Figura 26. Disolucion in vitro y concentracion del plasma in vivo del IFA danazol y
el cocristal, mostrado A) sin formulacion y B) formulado con 1% TPGS y 2% HPC
(Childs et al., 2013).

El proceso descrito anteriormente se origind debido a las interacciones
fisicas, quimicas o ambas, entre el polimero y el cocristal, las cuales pueden
modificar la solubilidad del IFA, la barrera de viscosidad entre el IFA y el disolvente,
la movilidad molecular y/o la solvatacion interfacial. Estos procesos afectan las tasas
de nucleacion y crecimiento del cristal, procesos involucrados en la precipitacion del
cocristal (Gao y Shi, 2012).
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Shimpi y colaboradores en el afio 2018, compararon los perfiles de disolucion
del cocristal de TDF reportado anteriormente por Hannah et al. (2013) con el acido
malonico (MOA), en la ausencia y presencia del polimero hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC), el cual actuaria como PIP. Los resultados obtenidos se muestran en la
figura 27, en los cuales se demostro que la HPMC en una concentracion 0.1% m/v
podia prolongar la concentracion alcanzada del cocristal TDF-MOA y de TDF

amorfo, debido a la inhibicién de su nucleacion (Shimpi et al., 2018).
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Figura 27. Perfil de velocidad de disolucion de diferentes formas sélidas de TDF
en buffer de fosfatos pH 6.8. + DE, n=3. Modificada de Shimpi et al., 2018.

Asi mismo, Alvani y colaboradores, en el afo 2019, realizaron estudios de
pre-formulacién con el cocristal de TDF-metilparabeno (TDF-MPB), previamente
sintetizado por el grupo de investigacion de Zaworotko en el afio 2012. Este cocristal
tiene un valor de Key de 57, el cual es relativamente alto, ya que como se habia
especificado en la seccion 4.5.4.1 lo valores de Key mayores a 1 proponen riesgo de

supersaturacién y precipitacion de los cocristales. Por los que el cocristal por si solo
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no mejorara la velocidad de disolucion de TDF, y por ende tampoco su absorcion.
Por consiguiente, se utiliz lauril sulfato de sodio (SLS) y polivinilpirrolidona (PVP),
en diferentes proporciones, como inhibidores de la precipitacion de TDF. Se
determinaron las Key (Tabla 6), y se concluyd que ambos excipientes podian
estabilizar la SA del cocristal.

Tabla 6. Keu del cocristal TDF-MPB en solucion de buffer de fosfatos (PBS, pH=
6.8) en la presencia de diferentes concentraciones de SLS y PVP. Modificada
de Alvani et al., 2019

Medio Keu Solubilidad termodinamica (mM) + DE
PBS 57 1.5+0.11
PBS +SLS 0.2% 39.7 0.75+0.075
PBS +SLS 3% 8.0 3.46 + 0.481
PBS + PVP 0.5% 0.7 0.39 £ 0.022
PBS + PVP 1% 0.4 0.60 + 0.062
PBS + PVP 2% 0.1 0.47 £ 0.089

Por ultimo, en nuestro grupo de investigacion se ha realizado una busqueda
exhaustiva de PIP que inhiban la precipitacion de los cocristales de TDF o
prolonguen el efecto de solubilizacion. En la tesis de Carlos-Martinez en el afio 2017
se trabajo especificamente con el cocristal de TDF con D-malico (TDF-Dmal), el cual
sobresalia ante los demas cocristales sintetizados en el grupo de investigacion
(seccidn 4.5.1) por estar libre de acetonitrilo en su red cristalina. No obstante TDF-
Dmal incrementaba unicamente la solubilidad de TDF de 0.58 mg/mL a 0.63 mg/mL.
Por lo cual en el trabajo de Carlos-Martinez se utilizo el método de solvent shift para
determinar que polimeros desplazaban el punto de saturacion de TDF, y se
analizaron los polimeros derivados de celulosa (MC, HPMC y HPC), de
polietilenglicol (PEG E 300 y PEG BLOCK) y polivinilpirrolidona (PVP). Dado su
comportamiento fisicoquimico, los polimeros HPC 370, MC y PVP, fueron
seleccionados para los estudios de solubilidad y disolucion con TDF-DMAL (Figura
28), los cuales consistian en afadir los PIP en una concentracion del 0.5% al medio
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de disolucion y se evaluaba el comportamiento del cocristal y de TDF, con y sin

polimeros. De los tres sobresalio el PIP MC, el cual logré prolongar por mayor

tiempo (120 minutos) la concentracion de TDF alcanzada por el cocristal,
incrementando hasta 10.9 veces la cantidad disuelta de tadalafilo.
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Figura 28. Perfiles de disolucion de TDF y cocristal TDF-DMAL £ DE, en pH 1.6,
utilizando una concentracion de 0.5% de los polimeros a)PVP; b) HPC 370; c)MC.
Tomado de la Tesis de Carlos-Martinez, 2017.

Por lo que la cocristalizacion en conjunto con el PIP adecuado surge como una

alternativa 6ptima para mejorar las propiedades fisicoquimicas de los IFAs, y por
ende se podria mejorar la solubilidad de TDF por este método.
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5. Justificacion

La disfuncién eréctil es un padecimiento que afecta alrededor de 150 millones
de hombres a nivel mundial, siendo los farmacos inhibidores de la fosfodiesterasa
5 los de primera eleccidn para su tratamiento. Entre estos destaca TDF debido a su
mayor tiempo de vida media, y a su gran selectividad por la PDE-5. No obstante,
TDF es practicamente insoluble en agua (3 ug/mL), y presenta un inicio de accion
de hasta 6 horas (Tmax), debido a su baja absorcion. Esto puede crear ansiedad al
momento de estar con la pareja y desconfianza del medicamento, lo que lleva a un
desapego o cambio de tratamiento (Carson y Lue, 2005).

Diversas técnicas de formulacién se han utilizado para mejorar la solubilidad de
TDF, tales como las dispersiones sélidas, el uso de ciclodextrinas, nano
suspensiones o uso de surfactantes ; sin embargo, estas no han logrado mejorar la
biodisponibilidad de TDF hasta el momento. Se ha demostrado anteriormente que
los cocristales son una estrategia efectiva para mejorar la solubilidad de los
farmacos; en el grupo de investigacion se han generado NFS con coformadores de
acidos hidroxibenzoicos, L-tartarico y D-malico. Sin embargo, las fases se
sintetizaron con acetonitrilo, lo que implica un mayor reto para la industria
farmacéutica, al tener que demostrar la ausencia de este disolvente en las etapas
de produccidn, al no ser farmacéuticamente aceptable.

Por otra parte, se ha observado que ciertos cocristales son propensos a
precipitar al estar en contacto con una solucion, y por ende no se logra mejorar la
solubilidad del farmaco por el tiempo necesario para impactar en la cantidad
absorbida de TDF. Ante esta problematica, se proponen estudios de pre-
formulacién, utilizando polimeros como inhibidores de la precipitacion, que
mantengan la saturacion del cocristal por un tiempo mas prolongado.

Debido a todo lo anterior, en este trabajo de tesis se propuso la formacion de
cocristales de TDF, utilizando una serie de coformadores tales como los
nutracéuticos, mediante sintesis con disolventes farmacéuticamente aceptables

(pertenecientes a los grupos lll o IV de la FDA). Asi mismo, se utilizaron PIP
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especialmente de metilcelulosa, y se determiné su efecto en la disolucion de TDF y
en las NFS sintetizadas. Con esto se espera mejorar la solubilidad de TDF a un
punto donde la ventaja de la solubilidad sea favorable para incrementar la
concentracion disuelta de TDF y por ende su biodisponibilidad.

6. Hipotesis
Si se obtienen nuevas fases sdlidas cocristalinas de tadalafilo en combinacion con
compuestos nutracéuticos, bajo condiciones farmacéuticamente aceptables, y se
usa en conjunto un polimero adecuado para inhibir su precipitacion, se inducira una

mejora sobre su desempefo biofarmacéutico de tadalafilo.

7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nuevas fases soélidas de tadalafilo en combinacion
con moléculas nutracéuticas y estudiar sus propiedades biofarmacéuticas

incluyendo el uso de polimeros inhibidores de la precipitacion.

7.2 Objetivos especificos

— Realizar el analisis estructural del IFA para seleccionar potenciales
coformadores para la formacion de nuevas fases solidas (NFS) de tadalafilo.

— Llevar a cabo la busqueda de NFS, a partir de mezclas de tadalafilo con una
serie de coformadores mediante la reaccion mecanoquimica, en presencia de
disolventes farmacéuticamente aceptables.

— Caracterizar el producto obtenido a través de Difraccion de Rayos X de Polvos
(DRXP), para distinguir la formacion de NFS.

— Realizar la caracterizacion de las NFS encontradas por espectroscopia infrarroja
(IR), analisis termogravimétrico (TGA), y calorimetria de Barrido Diferencial
(DSC).

— Establecer las condiciones de escalamiento a nivel de gramos de las NFS de
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tadalafilo seleccionadas.
— Evaluar las propiedades biofarmacéuticas (estabilidad de fase, disolucion de
polvos, solubilidad) de las NFS seleccionadas.

— Realizar estudios de preformulacion con polimeros inhibidores de la
precipitacion de la NFS de tadalafilo seleccionada.
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8. Materiales y Métodos

8.1 Materiales

8.1.1 Reactivos

A continuacion se presentan los reactivos empleados en este trabajo, entre

paréntesis se muestran las compafias donde estos se adquirieron.

Tadalafilo. Lote: 16002GSRV2 (Muestra donada por Laboratorios Senosiain
S.A.deC.V.)

L-Prolina. Lote: SLBZ0158 (SIGMA-ALDRICH)
Resorcinol. Lote: MKBC1296 (SIGMA-ALDRICH)
Cafeina anhidra. Lote: 1479 (Monterrey)

Resveratrol. Lote: 1609023047 (Evolva)

Fosfato de sodio monobasico anhidrido. Lote: 616409 (Fermont)
Fosfato de sodio dibasico anhidrido. Lote: 3828-01 (J.T. Baker)
Acetona grado técnico

Methocel A-15. Lote: ID3042 (Colorcon)

Metanol (J.T. Baker)

Acetonitrilo (J.T. Baker)

Acido clorhidrico (J.T. Baker)

Hidroxido de Sodio (Sigma Aldrich)

Dimetilsulfoxido (Fluka analitical)

8.1.2 Equipos

Balanza analitica OHAUS Adventurer

Parrilla eléctrica con agitacion magnética CIMAREC
Potenciémetro CONDUCTRONIC pH 120

Bomba de vacio VACCUBRAND RZ 2.5

Sonicador de medios BRANSON 2800

Destilador de agua URELAB Option-R 7/
Desionizador de agua PURELAB Classic UVF
Espectrofotometro de UV-Vis Varian CARY 50
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e Equipo personal Reaction Station J-KEM® Scientific

e Molino Retsch® MM200

e Difractometro BRUKER D2-PHASER (Detector Lynxeye ACu-Ka1=1.5406 [A®],
monocromador: germanio)

e Difractometro BRUKER D8 Advanced (Detector Lynxeye 1D Mode, tubo de
Cu=1.54184[A°] )

e Espectrofotometro de Infrarrojo Thermo Scientific Nicolet iS50 con transformada
de Fourier (FT-IR)

e TGA-DSC TA SDT Q-200

e HPLC 1260 Agilent Infinity I, con un detector de arreglo de diodos (DAD).

e Columna C18 Agilent Technologies de 15cm x 4.5 m, de 5 ym

8.2 Métodos

8.2.1 Esquema general de trabajo

Caracterizacion de NFS
e
I e DRXP
I I e IR |
| ' e DSCyTGA |

Reacciéon mecano-

Seleccion de ' quimica asistida con

coformadores |

| disolvente
—————————— b I — — — — — — — — — —
Estabilidad
—_— Método de Escalamiento a
. sélido (diferente Ehantiicagion ¢

|
temperatura y humedad), 30 :
dias. * HPLC-DAD
|

H20:MeOH:CH3:CN

Molienda mecano-
quimica

e En solucién (pH 1.6 y 6.5), 90
minutos.

Solubilidad Disolucion

I pH 16 y 6.5, 180| pH 1.6y 6.5,90
| minutos, n=3, 37 °C, 90 | Seleccwn de PIP, por minutos, n=3, 37 °C, |
| rpm. soIvent shift J' 90 rpm. :

Esquema 2. Esquema general de trabajo para la sintesis y evaluacion de
cocristales de Tadalafilo.
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8.2.1 Analisis estructural de Tadalafilo y coformadores

Mercury® y Hermes® son los softwares por excelencia para visualizar en 3D
las estructuras cristalinas reportadas en la base de datos de Cambridge (CCDC).
Ambos estan vinculados con la herramienta CSD-Materials, la cual es util para el
estudio del estado solido y las interacciones intermoleculares. Las principales
funciones de esta herramienta, de interés para este trabajo, es el analisis de las
interacciones por puentes de hidrogeno y el mapeo de preferencias de interaccion
(Vologzhanina, 2019).

En este trabajo se realiz6 el analisis estructural del IFA a partir de la
estructura cristalina de TDF reportada en la base de datos cristalograficos de
Cambridge (Ref code: IQUMAI). A través del analisis intramolecular de TDF, se
visualizé su crecimiento en el cristal y se identificaron los grupos formadores de
puente de hidrégeno. Con este analisis se determin¢ el tipo de interacciones que
podria establecer TDF con los coformadores, para los cuales se contemplaron a los
compuestos nutracéuticos y aminoacidos; tales como resveratrol (Rsv), resorcinol
(Res), cafeina (Caf) y L-prolina (LPro), por la presencia de grupos formadores de
puente de hidrogeno en sus estructuras, ademas de los beneficios a la salud que
otorgan. A través de la herramienta de Mercury CSD-Materials se predijo la
posibilidad de interaccion entre el IFA y los coformadores con base en sus distintas

conformaciones, para complementar el analisis de los sélidos.

8.2.3 Sintesis de Nuevas Fases Soélidas de Tadalafilo

Para la sintesis de NFS de TDF se utilizé la reaccion de molienda mecano-
quimica (RxM), asistida con disolvente mediante un molino marca Restch® modelo
MM400. Se utilizaron contenedores de acero inoxidable (Figura 29), de una
capacidad de 1.5 mL, a los cuales se les agregaron 50 mg de la relacion molar 1:1
farmaco: coformador. Posteriormente se les deposité una esfera de acero inoxidable
de 7 mm de diametro, y se afnadieron 10 yL de los diferentes disolventes (acetona
0 agua); también se probd la condicién sin disolvente. Los contenedores, ya

cerrados, se colocaron en el molino con las condiciones de 20 Hz por 15 minutos.
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Figura 29. Contenedores de acero inoxidable de Molino Restch ® de capacidad
de100 mg.

Asi mismo se analizaron las relaciones molares 1:2 y 2:1 farmaco: coformador, y se
probaron condiciones de molienda de 25 Hz, 30 minutos y 20 yL de disolvente. Los
polvos obtenidos fueron retirados de los contenedores y secados a temperatura

ambiente, para caracterizarlos posteriormente.

8.2.4 Caracterizacién

Los productos obtenidos de la RxM, asi como las materias primas, se
caracterizaron inicialmente por DRXP. Aquellos productos cuyos patrones de
difraccion fueron diferentes a los de las materias primas, fueron analizados
posteriormente por espectroscopia infrarroja (IR), calorimetria de barrido diferencial
(DSC) y analisis termogravimétrico; de igual forma se compararon con los
materiales de partida.

8.2.4.1 Difraccion de Rayos X de Polvos
La DRXP se llevd a cabo colocando una pequena cantidad del sélido

obtenido en el centro del porta-muestras, utilizando el porta-muestra fondo bajo
(Figura 30). En las etapas iniciales del trabajo se utilizo el difractometro BRUKER
D8-ADVANCED (Detector Lynxeye 1D Mode, tubo de Cu=1.5406 A)Posteriormente
se realizo el estudio en un equipo BRUKER D2 Phaser con un detector LynxEye
(ACu-Ka1= 1.54184 A, monocromador: germanio). Los datos se colectaron a
temperatura ambiente en un rango de 26= 5-45° (tamafio de paso = 0.0303°, tiempo
por cada paso = 0.300 s), y fueron analizados posteriormente en el software
OriginPro ®.
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Figura 30. Portamuestra con acabado de fondo bajo utilizado para DRXP.

8.2.4.2 Espectroscopia Infrarroja

El analisis de IR se llevd acabo en un espectrofotometro Thermo Scientific
Nicolet 6700 con transformada de Fourier (FT-IR), equipado con un porta-muestra
de diamante ATR (por sus siglas en inglés, Attenuated Total Reflection). Para el
analisis se coloco una pequefia cantidad del solido sobre la superficie diamante del
equipo y se realizaron 128 escaneos en una longitud de 400 a 4000 cm™ para
obtener el espectro final. Los datos fueron analizados utilizando el software Omnic

®, y se compararon los diferentes desplazamientos de bandas en los espectros.

8.2.4.3 Analisis Térmico (DSC y TGA)
Los analisis térmicos se realizaron en los equipos TA Instruments Q-50y SDT

Q2000 (Facultad de Bioanalisis, Universidad Veracruzana) respectivamente, en un
intervalo de temperatura de 25-450 °C, en una atmdsfera de N2. Las muestras se
pesaron y se colocaron en una charola de calentamiento especial de platino, y se
introdujeron al equipo. Para el analisis de DSC-TGA se utiliz6 una rampa de
calentamiento de 10 °C/min hasta llegar a los 400 °C. Los datos obtenidos se

analizaron utilizando el software TA Universal Analysis ®.

Una vez realizada la caracterizacion completa de las NFS se prosiguié con el

escalamiento a gramos.

8.2.5 Escalamiento de cocristales farmacéuticos
La sintesis de la NFS de TDF en una proporcion de 500mg (10 veces mayor
a los experimentos de cribado) se llevo a cabo en el Molino Restch®, utilizando los

contenedores de capacidad de 5 mL, mostrados en la figura 31 en la proporcion
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molar 1:1 farmaco:coformador en cada contenedor. Asi mismo, se incremento el
volumen de disolvente, utilizando 100 yL o 200 pL, segun fuera el caso. Las

condiciones de molienda no fueron modificadas de la sintesis inicial de cada NFS.

El producto obtenido se caracterizdo por DRXP para comprobar su identidad, y se
comparo con el patréon de difraccion de la fase ya caracterizada previamente.

Figura 31. Contenedores de acero inoxidable del Molino Restch.
a) Capacidad de 1.5 mL, b) Capacidad de 5 mL.

8.2.6 Estudios de estabilidad de fase.

Para los estudios de estabilidad de fase en estado soélido (estabilidad
indicativa), se colocaron 30 mg de TDF, coformadores y NFS en camaras con
humedad relativa (HR) y temperatura controlada en las instalaciones de
Laboratorios Senosiain S.A. de C.V. Se utilizaron las siguientes condiciones: a) 40
°C calor seco, en camara Revco Incubator Chamber RI-23-1060-ABA, b) 50 °C calor
seco, en camara Rios Rocha Chamber E0-51,y ¢) 40 °C 75% HR, en camara Binder
Climatic Chamber IP 20. Los sdlidos se mantuvieron en las camaras por 30 dias, y
se evaluaron posteriormente por DRXP. La estabilidad de los sdlidos se establecio
al comparar los patrones de difraccion obtenidos al finalizar el experimento, con los

analizados previamente.

En los estudios donde se evalua la transformacion de fase mediada por la
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solucion se utilizo la solucion de HCI 0.1N pH 1.6 y el buffer de fosfatos 0.1 M pH
6.5. Se evaluo al farmaco y a las NFS, colocando 150 mg de muestra en 10 mL de
solucidn, en condiciones de temperatura y agitacion constante (37 °C y 90 rpm). Se
recolectaron muestras utilizando una jeringa de 3 mL, en los siguientes intervalos
de tiempo: 1,2, 3, 5,7, 9, 11,13, 15, 20, 40, 60 y 90 minutos. Estas muestras fueron
filtradas mediante swinex y filtro Whatman de 3 cm, y se dejaban secar por 24 horas.
Posteriormente se analizaban por DRXP, para comparar el patrén obtenido con el

de referencia.

8.2.7 Desarrollo y evaluacién de un método de cuantificacion de Tadalafilo por
HPLC

Se desarrollé un método de cuantificacion de TDF por cromatografia liquida
de alta resoluciéon (HPLC), el cual también permite cuantificar al coformador
resorcinol. El método de llevo acabo en un HPLC Agilent Infinity I con un detector
de arreglo de diodos (DAD). Se utilizé una columna C18 de 15cm x 4.5 m, de 5 ym
(Agilent) a 40 °C, con un volumen de inyeccion de 60 pL. Para la fase movil se utilizd
un método de gradiente (Tabla 7) con diversas proporciones v/v/v de H>O, metanol
(MeOH ) y acetonitrilo (CH3CN), con un flujo de 1TmL/min y un tiempo de corrida de
7 minutos. Las muestras se evaluaron a las longitudes de onda de 243 y 280 nm.

Tabla 7. Gradiente de solventes utilizados para la cuantificacion de TDF por HPLC

Tiempo (min) H20 MeOH CHsCN
0 50% 35% 15%
0.8 40% 15% 45%
4.5 50% 35% 15%

Para la curva de calibracién de TDF, se prepard una soluciéon madre con una
concentracion de 140 pg/mL. Para esto, se pesaron 7 mg de TDF y se colocaron en
un matraz aforado de 50 mL; al cual se le afiadieron 30 mL de MeOH y se dejé
sonicando por 10 minutos. Posteriormente se afor6 con agua destilada, y se
tomaron alicuotas como se muestra en la Tabla 8, para obtener las concentraciones
deseadas. Los matraces de la curva se aforaron con una solucion 50:50 de H2O:

MeOH, sonicada y filtrada previamente.
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Tabla 8. Concentraciones de curva de calibraciéon de TDF a partir de solucién madre
de TDF 140 pg/mL.

Alicuota Matraz aforado Concentracion
1 mL 5mL 28 pg/mL
1 mL 10 mL 14 pg/mL
0.8 mL 10 mL 11.2 pg/mL
0.4 mL 10 mL 5.6 pg/mL
0.2mL 10 mL 2.8 yg/mL

Asimismo, se establecieron los valores de limite de deteccion (LD) y cuantificacion
(LQ) del método. ElI LD y LQ, se determinaron a partir del promedio de las
pendientes (m) y la desviacion estandar (DE) de los interceptos (b) de cada curva
de calibracion donde se evaluo linealidad (Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Biologicos México, 2002). Estos parametros se calcularon a partir de

las siguientes formulas:

3.3*DEb
m

LD=

Ecuacion 5. Determinacion del limite de deteccion (LD).

10«DEDb
m

LQ==

Ecuacion 6. Determinacion del limite de cuantificacion (LQ).

La adecuabilidad se determiné inyectando 5 repeticiones de una concentracion del
analito conocida, y se establecié para area y tiempo de retencion (ir). La linealidad
y precision se evaluaron segun los parametros para validacion de métodos de la
NOM-177-SSA1-2013: coeficiente de correlacién (r) mayor o igual a 0.99, y
porcentaje de variacion del factor de respuesta (%CV) menor o igual al 2%,

respectivamente.
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8.2.8 Evaluacion Biofarmacéutica

8.2.8.1 Estudio de solvent-shift para la seleccion de polimeros de prueba.

En estudios anteriores se ha utilizado el método de solvent shift para
determinar el punto de saturaciéon de un farmaco de interés, utilizando como
disolvente DMSO para farmacos insolubles en agua. Asi mismo, para determinar el
efecto de los PIP en el punto de saturacion de los IFAs (Yamashita et al., 2011).
A través de este método se determiné el punto de saturacion de TDF, utilizando una
solucion stock de 2 mg/mL TDF en DMSO. Para iniciar este analisis se agregaron
3 mL de una solucion de HCI pH 1.6 a la celda de cuarzo conteniendo un agitador
magnético; se obtuvo el blanco por espectrofotometria UV-Vis, utilizando un equipo
marca Varian, a una longitud de onda de 400 nm (longitud a la cual no absorbe el
TDF). La celda se mantuvo en agitacion constante mientras se le afiadian 5 pL de
la solucion stock de TDF, cada 3 minutos, y se hacia la lectura por UV-Vis. Se
determind el punto de saturacion del farmaco, cuando se empezaba a observar un
aumento en la linea base en el espectro, y en la celda aparecia el precipitado del
IFA (Figura 32). Este experimento se llevo acabo por 25 minutos en un intervalo de
6.64 ug/mL a 76.92 pg/mL de TDF afiadido, y se realizo por triplicado bajo las mismas

condiciones.

Figura 32. Celda de cuarzo con precipitado observado en punto de saturacion de
TDF, por método de solvent shift.
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Para determinar el efecto de los PIP en el punto de saturacion de TDF, se
utilizé de igual forma el método de solvent shift. La diferencia fue que se agrego en
la celda de cuarzo 3 mL de una solucion de HCI pH 1.6 conteniendo el polimero en
estudio en una concentracién del 0.5% (p/v) ; a esta celda se le agregaron alicuotas
de 10 pL de una solucion stock de 5 mg/mL TDF en DMSO, cada 3 minutos, y se
analizé por UV-Vis. Este analisis fue realizado hasta observar la saturacion de TDF

en el espectro y la celda, y se llevé acabo por triplicado.

8.2.8.2 Disolucion de Polvos

Se realizé el estudio de disolucién en polvos utilizando condiciones no sink,
en una estacidn de reaccion personalizada J-KEM® Scientific (Figura 33), a
temperatura y agitacién contantes (37°C £ 0.5 y 90 rpm). Se utilizaron como medios
de disolucion la solucion de HCI 0.1M pH 1.6 y el buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.5,
los cuales emulan el pH gastrico e intestinal en los que se absorbe el TDF
respectivamente. Se realiz6 el experimento en ausencia y presencia del PIP en una
concentracion del 0.5% p/v. Se utilizaron tubos de ensaye de 50 mL a los cuales se
les adicionaron 150 mg del farmaco o de las NFS, y una barra de agitacion
magnética de 12 mm x 4 mm. El experimento comenzd una vez que se agregaron
10 mL del medio de disolucion. Se tomaron alicuotas de 2 mL en los siguientes
intervalos de tiempos: 1,2, 3,5,7,9, 11,13, 15, 20, 40, 60 y 90 minutos; se filtraron
a través de un porta filtro swinex con filtro Whatman grado 3 (3 cm). El medio de
disolucion se reponia inmediatamente después de cada toma de muestra, con el

mismo medio previamente atemperado.

Para la cuantificacion de las muestras, se tomaron 900 uL de las alicuotas y
se diluyeron con 100 pL de MeOH en viales para HPLC de 2 mL, en el caso del
estudio sin PIP. Cuando se utilizé el polimero en la prueba, la dilucion empleada fue
de 6:4 muestra:MeOH para las NFS, y 4.6 para TDF. Las muestras fueron
cuantificadas por el método de HPLC previamente descrito. El experimento se

realizé por triplicado.

Este experimento fue replicado utilizando mezclas fisicas con relacion molar 1:1
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entre el farmaco y el coformador, para poder determinar el efecto de la

cocristalizacion en la disolucion de TDF.

Figura 33.Estacion de reaccion personalizada J-KEM® Scientific para prueba de
disolucién de polvos

8.2.8.3 Solubilidad al equilibrio y aparente

Para poder determinar el cambio entre la solubilidad de TDF y las NFS en los
diferentes medios de disolucion, en ausencia y presencia del PIP, se determind la
solubilidad al equilibrio de TDF, y la solubilidad aparente en el caso de las NFS. La
solubilidad fue determinada a las 3 horas de estar el sélido en las diferentes
soluciones bajo las condiciones de disolucién de polvos (37°C + 0.5 y 90 rpm), con
una n=3. Se utilizé este tiempo debido a que la concentracion de TDF ya no variaba
conforme aumentaba el tiempo, por lo cual se mantenia estable, y se cumplia la
aseveracion de equilibrio en solucion. Las muestras obtenidas se cuantificaron por

el método de HPLC descrito anteriormente.
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9. Resultados y Discusion

9.1 Analisis estructural de Tadalafilo

Para establecer las potenciales interacciones intramoleculares del IFA, se
realizé el analisis estructural de la molécula de TDF considerando las estructuras
cristalinas reportadas en el CCDC. Este analisis permite determinar las posibles
interacciones que forma TDF con los coformadores, asi como se determiné con los
cocristales de TDF-Dmal y TDF-MOA (seccion 4.5.1), los cuales forman un
heterosinton con sus grupos carbonilo via C=0---H-O principalmente.

A través del software Mercury® se analizo el crecimiento cristalino de TDF
(Figura 34a), y se observo que interactua entre si a través de puentes de hidrégeno,
entre el oxigeno del grupo dicetopiperacina (O2 y O1 Figura 34b) que actua como

grupo aceptor, y el hidrogeno de la amina secundaria del grupo indol (HN3, Figura

34b), que actua como grupo donador.

b)

Figura 34. Tadalafilo: a) Estructura que muestra el crecimiento cristalino; b) grupos
formadores de puente de hidrogeno. (REFCODE IQUMAI).
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Para el screening inicial de la NFS se seleccionaron como coformadores
compuestos nutracéuticos (Tabla 8), los cuales ademas de contar con grupos
formadores de puentes de hidrégeno, se les atribuyen funciones de mantenimiento
y potenciacion de la salud (DeFelice, 1997). Adicionalmente, estos nutracéuticos
fueron seleccionados con base en diferentes parametros, resorcinol (Res) y L-
prolina (LPro) por su alta solubilidad en agua, cafeina (Caf) por la presencia de
grupos aceptores de puente de hidrogeno y por el éxito que ha tenido en la sintesis
de nuevos cocristales, como se observo en el estudio de Kavanagh y colaboradores
en el 2019. Resveratrol (Rsv), fue otro coformador seleccionado, que presenta una
menor solubilidad, sin embargo ésta es 10 veces mayor que la de TDF (intervalo
recomendado para mejorar la solubilidad de los IFAs segun Maheshwari et al.,
2012); asi mismo se ha reportado anteriormente la formacion exitosa de cocristales
con este coformador (Martinez-Ocampo, 2017).

Tabla 8. Coformadores de interés para la formaciéon de NFS de TDF.
Coformadores Nutracéuticos

O OH 0 /
Ho ~ N
> N
(] T
07N~ "N
OH |

Resveratrol (Rsv) Cafeina (Caf)
<0.5 mg/mL* 21 mg/mL*
HO. OH H

Y Yo
H

Resorcinol (Res) 0

1,400 mg/mL* L-Prolina (LPro)

1, 500 mg/mL*

*Solubilidad en agua a 25 °C

Para determinar la probabilidad de interaccién de TDF con los coformadores
para la formacion de cocristales se utilizo la herramienta Full Interaction Maps del
programa Mercury® CSDmaterials. Esta herramienta establece las posibles

interacciones entre las moléculas (i.e. IFA y coformador) con base en su estructura
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cristalina y en sus conformaciones. Tadalafilo tiene hasta 6 conformaciones de
mayor estabilidad, las cuales pueden ser atribuidas a sus grupos benzodioxol e
indol, los cuales tienen mayor libertad rotacional y en las estructuras cristalinas de
TDF se encuentran en diferentes rotaciones, a diferencia de su grupo 2,5-
dicetopierazina cuya conformacion es plana. Asimismo, los coformadores al ser
compuestos aromaticos no presentaron diferentes conformaciones, con excepcion
de LPro cuyo ciclo alifatico es de 5 miembros y brinda la posibilidad de tener una
conformacion tipo sobre, la cual es comun en los ciclopentanos. Los resultados de
la probabilidad de interaccion se muestran en la tabla 9, en la cual se observa que
cafeina es el coformador con mayor probabilidad de interaccion con TDF. El
cocristal TDF:Caf se daria via N-H--O=C, por lo que el programa da preferencia a
las interacciones a través del grupo donador de puente de hidrégeno de TDF, que
a sus grupos aceptores.

Tabla 9. Screening de interaccion entre Tadalafilo y los coformadores, con sus
respectivas conformaciones. Analisis realizado a través de Mercury CSDmaterials.

Conformacion de

coformadores TDF_02 TDF_03 | TDF_04 | TDF_05 TDF_06

Cafeina_00001 PASS PASS |PASS |PASS |PASS |PASS
L-Prolina_00001 FAIL FAIL FAIL FAIL FAIL FAIL
L-Prolina_00002 FAIL FAIL FAIL FAIL FAIL FAIL

Resorcinol_00001 FAIL FAIL PASS |FAIL FAIL FAIL
Resveratrol_00001 FAIL FAIL PASS |FAIL FAIL FAIL

*PASS: Interaccién . . , , . .
*FAIL: No interaccion Probabilidad: Cafeina cien porciento, L-prolina cero porciento,

resorcinol diecisiete porciento, resveratrol diecisiete porciento.

9.2 Sintesis de NFS de Tadalafilo.

Para la busqueda de NFS de TDF se han utilizado anteriormente las técnicas
de cristalizacion y/o slurry, las cuales han tenido resultados variables en la
formacion de NFS. Por otra parte, la reaccion de molienda mecanoquimica (RxM)
se ha descrito como una técnica efectiva para crear nuevos conjuntos moleculares
y supramoleculares, i.e. cocristales, a demas de ser amigable con el ambiente por

la poca cantidad de disolvente que se necesita (Shan y Jones, 2002). Asi mismo,
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como se menciono en la seccidon 4.5.1.2.1 la RxM puede ser realizada con mortero
y pistilo o con molino de bolas, sin embargo en este trabajo se enfoco en el uso del
molino de bolas para uniformar el tiempo y frecuencia de la reaccion.

Las condiciones de la RxM iniciales fueron de 20 Hz y 15 minutos, debido a
que son las condiciones previamente utilizadas por Carlos-Martinez, 2017 y se
colocaron al farmaco y al coformador en relaciones molares de 1:1. Asi mismo, ya
que el uso del disolvente favorece la formacién del cocristal (Shan y Jones, 2002),
se utilizaron el agua y la acetona como disolventes iniciales, respectivamente, por
ser farmacéuticamente aceptables. También se realizo la reaccidon con ausencia de
disolvente para evaluar su efecto en la formacion de NFS de TDF.

Los sélidos obtenidos de la molienda se caracterizaron por DRXP. Para
discernir entre una NFS o una mezcla fisica (MF) los patrones generados se
compararon con los de las materias primas de partida. En la tabla 10 se observan
los angulos de difraccion 2-Theta en los cuales se encuentran los principales picos

de difraccion de las materias primas

Tabla 10. Principales picos de difraccién de Tadalafilo y coformadores 2

Tadalafilo 7.3 10.65 14.56 18.42 21.77 24.22

Resveratrol 16.43 19.29 22.44 23.62 28.36

Resorcinol 18.3 19.3 20.20 25.15 25.90 29.82
Cafeina 11.77 12.02 26.09 26.41 27.10 28.47
L-Prolina 14.7 15.2 18.09 18.53 20.98 24.82

3 Valores en grados 2-Theta

En las figuras 35 y 36 se agrupan los patrones de difraccion de los sdélidos
obtenidos en los experimentos de RxM de TDF con Rsv y Caf, respectivamente,
usando agua, acetona o en ausencia de disolvente. En los experimentos con TDF y
Rsv (Figura 35) se aprecia que en la presencia de agua o en ausencia de disolvente,
se conservan los picos de difraccién caracteristicos de Tadalafilo en 7.3, 10.65,
18.42 y 21.77 °2-theta. En esos mismos difractogramas se aprecian picos en 19.29,
23.62 y 28.36 °2-theta, los cuales corresponden al Rsv. Estos resultados indican
que la molienda no alteré la mezcla fisica de las materias primas bajo estas
condiciones. En la figura 36, el patrén de difraccion de los solidos obtenidos en los
experimentos de RxM de TDF y Caf en la presencia de agua o en ausencia de
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disolvente, muestran la combinacion de los picos caracteristicos de las materias
primas. Por ejemplo, Caf conserva los picos caracteristicos en 11.77, 12.02, 26.41
y 27.10 °2-theta. A pesar de que cafeina es el coformador con mayor probabilidad
de formacion de NFS, de acuerdo con el analisis de Full Interaction Maps, no se vio
favorecida bajo estas condiciones la formacion de un NFS con el TDF, a pesar de
que se probaron diferentes relaciones molares (Anexo ).

Por otra parte, los sdlidos resultantes en los experimentos de RxM en la
presencia de acetona (Figura 35 y 36) muestran modificaciones en el patron de
difraccion de TDF pero conservan los picos caracteristicos de los coformadores. En
ambos casos es notable que el pico mas intenso en TDF (21.77 2-theta) ya no se
observa y aparece un pico en 7.6 2-theta, asi como otros picos nuevos de menor
intensidad. Lo anterior indica la posible transformacion de fase de TDF a su solvato
con acetona, ya que previamente en el grupo de investigacion se habia observado
que esta combinacion (TDF con acetona) puede dar lugar a la cristalizacién de un

solvato.

' (‘ A ——Rsv
D NSV VS U FIOIEY DR [ T Ty

| i

]|
With WWW*WW«WMMWW‘N‘LM‘M-er‘ “J WrLJ\v\wM'W\Jl ]

WM W —— TDF-Rsv agua

1l
MWJWWWWW* MAUW“ lW"J WMMMMMMWW«MJMRSV Seco

. —— TDF-Rsv acetona

e o) ). M)L .AL . TbF
0 10 20 30 40
2 Theta

Figura 35. Patrones de DRXP correspondientes a Rsv, TDF y TDF-Rsv 1:1 bajo
diferentes condiciones.
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Figura 36. Patrones de DRXP correspondientes a Cafeina, TDF y TDF-Caf 1:1
bajo diferentes condiciones.

Por otra parte en la figura 37 se muestran los patrones de difraccion de los
sélidos obtenidos en los experimentos de RxM de TDF con Res, usando agua,
acetona o en ausencia de disolvente. En estos resultados se aprecian nuevos picos
de difraccion, diferentes a los de sus materias primas, especialmente cuando se
utilizé acetona como disolvente. En este ultimo caso los nuevos picos difraccion
estan principalmente en 5.54, 9.22, 15.65, 21.77, 23.89 y 29 °2-theta. De forma
similar, en el patrén de difraccion del solido obtenido en el experimento de RxM de
TDF con LPro usando acetona (Figura 38) se aprecian nuevos picos situados en
7.64,13.72, 14.12, 22.65 y 28.47 °2-theta.
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Figura 37. Patrones de DRXP correspondientes a Res, TDF y TDF-Res 1:1 bajo
diferentes condiciones.

1 | | — TDF-L-Prolina acetona
L Y
“ c'

/ I | ‘V | il
L S Mw)www"ﬂ»/ |ty LW ‘M‘v" At et WAAA st ies iAot

MTDF-L-ProIina Agua
WM.AMMLMJUM oeir A P s
WMMWMMTDF-L-%HM Seco
-~ TDF
WWMJWL/UWMWUM R A W U P U

0 10 20 30 40
2 Theta

Figura 38. Patrones de DRXP correspondientes a LPro, TDF y TDF-LPro 1:1 bajo
diferentes condiciones.
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Los experimentos anteriores indican que TDF en combinacion con Res o LPro,
respectivamente, en la presencia de acetona lleva a la formacion de NFS, por lo que
se realizaron experimentos de control para determinar que los cambios observados
se debian a una NFS y no a la transformacion de los sdlidos con el disolvente. Por
lo que se realizo la molienda individual de las materias primas con el mismo volumen
de acetona, y se analizaron los solidos obtenidos por DRXP. Los resultados se
muestran en el Anexo lll, y se observé que no hubo cambios en los patrones de
difraccion de las materias primas, en ausencia y presencia de acetona.

Una vez realizados los experimentos de control se realizaron moliendas en
las relaciones molares farmaco:coformador 2:1, 1:1 y 1:2, respectivamente, con el
fin de establecer la estequiometria de los componentes en las NFS. Los polvos
obtenidos se analizaron por DRXP y los resultados se muestran en las figuras 39 y
40 para las combinacion de TDF con Res y LPro, respectivamente. En estos
resultados es notable que cuando los componentes de partida no se encuentran en
una relacidn equimolar, se observan picos de difraccion que corresponden a
remanentes de la materia prima en exceso. Por ejemplo, en una relacién 2:1 TDF-
Res (Figura 39) se observa el exceso de TDF con picos en 14.56, 21.77 y 24. 22 °2-
theta.

En la relacion 1:2 es menos visible el exceso de coformador, no obstante
aparecen picos que no se observan en la relacion 1:1 en 18.23, 20.20 y en 29.82
°2-theta. Caso similar se observé en las diferentes proporciones de TDF:LPro, por
lo que para estos coformadores la estequiometria 1:1 es la mas probable en las
NFS.
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Figura 39. Patrones de DRXPs de diferentes relaciones molares de TDF-Res y las
materias primas.
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Figura 40. Patrones de DRXP de diferentes relaciones molares de TDF-LPro y las
materias primas.
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9.3 Caracterizacion de las NFS

9.3.1 Caracterizacién por IR

Para los estudios de caracterizacion TDF-Res fue sintetizado utilizando las
condiciones mencionadas en la seccién 9.2; por otra parte, se optimizaron las
condiciones de sintesis para TDF-LPro, aumentando el tiempo de molienda, la
frecuencia y el volumen de acetona (30 minutos, 25 Hz y 20 uL, respectivamente).
Para continuar con la caracterizacién se realizd el analisis por espectroscopia
infrarroja (IR). Se compararon los espectros de las materias primas con los de las
NFS y los espectros obtenidos se muestran en la figura 41. Los valores de las
bandas principales se presentan en la Tabla 11, donde se aprecian como son los

desplazamientos entre los sélidos analizados.

a) —— Tadalafilo

71— Resorcinol

—— TDF-Resorcinol

I
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T T T T T T 1
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—— TDF

b)

—— TDF-L-Pro

Transmitancia(%)

T T T T T T )
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Figura 41. Espectros de IR de: a) TDF-Res y materias primas; b) TDF-LPro y
materias primas.
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Tabla 11. Bandas relevantes en el espectro IR (cm™) de las materias primas y las NFS.
(Asignaciones basadas en el libro “Structure determination of organic compounds”

por Pretsch et al, 2000

Tadalafilo  Tadalafilo- Tadalafilo- Resorcinol L-Prolina
Resorcinol L-Prolina
v C=0 1674 1711 1711 1614
v C=C 1641-1624 1647-1624 1647-1624 1606
aromaticos
v O-H 3181 2982
v N-H 3321 3307 3307

Segun lo reportado por Weyna y colaboradores en 2012, TDF se encuentra
formando puentes de hidrégeno entre el grupo indol de una molécula y el grupo
carbonilo lactamico de la molécula vecina. La vibracion del grupo carbonilo de TDF
se presenta en 1674 cm!, sin embargo, en las NFS se observd en 1711 cm'. Este
desplazamiento es de relevancia ya que nos da el indicio que de TDF modifica sus
interacciones farmaco-farmaco, para formar interacciones por puente de hidrogeno
con el coformador. Un desplazamiento similar fue observado en el cocristal de TDF
con metilparabeno y acido hidrocinamico (Weyna et al, 2012). Asi mismo, se
observaron diferencias respecto a la vibracion del N-H del grupo 2-Pirrolina, el cual
aparece alrededor de 3307 cm™ para las NFS y en 3321 cm™" para TDF. Por lo que
también pueden existir interacciones farmaco-coformador a través de este grupo.
Cabe destacar que no se observaron cambios en las vibraciones de las
interacciones C=C de los grupos aromaticos, lo cual se debe a que éstos no estan
involucrados en la formacién de puentes de hidrégeno entre el farmaco y los
coformadores. Ambas fases presentaron un espectro diferente al de sus materias
primas, debido a los desplazamientos en los grupos funcionales de TDF.

9.3.2 Analisis Térmico: DSC y TGA

El analisis térmico se realizdé por DSC y por TGA, y se analizaron a los
coformadores puros, a TDF y a las NFS. La técnica de DSC se realiz6 con el fin de
determinar los principales eventos endotérmicos presentes, de la cual la principal

informacion obtenida fue la determinacién de los puntos de fusiéon. EI TGA mide las
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pérdidas de masa en funcién de la temperatura a la cual se somete la muestra
(Prime et al., 2009), lo cual es util para evaluar el comportamiento de sodlidos
multicomponentes ( i.e. cocristales).

En las figuras 42 y 43 se muestra el analisis térmico realizado para la fase de
TDF-Res y para sus materias primas, respectivamente. En los resultados obtenidos
por DSC se observaron eventos endotérmicos representados por picos definidos
para los tres solidos. TDF presentd un Tonset @ 302 °C (Tpeak @ 304 °C) y Res un Tonset
a 110 °C (Tpeak 112 °C), los cuales corresponden a sus puntos de fusion y
sublimacién respectivamente, reportados previamente en la literatura (Wlodarski et
al., 2014; Durairaj, 2005).

Estos resultados se evaluaron en conjunto con el analisis de TGA, y se
demostré que posterior a los eventos endotérmicos hay una pérdida de porcentaje
de masa en los sdlidos. TDF pierde el 79.7% de su masa, lo cual se atribuye a la
descomposicion posterior a la fusion, y Res el 99.7%, lo cual corresponde a la
sublimacion del sdlido.

Para TDF-Res el primer evento endotérmico se observo a Tonset 183 °C, el
cual al ser menor que de TDF nos indica que hubo un cambio en su arreglo
cristalino, puesto que los sélidos cristalinos pueden presentar puntos de fusién a
temperaturas mayores dependiendo de su acomodo molecular (Healy et al., 2017).
El resultado obtenido por TGA mostré perdidas de masa en dos etapas, del 20.4%
y del 79.5%, a los 171 °C y 302 °C, respectivamente. Estas pérdidas corresponden
al porcentaje en masa de la estequiometria 1:1 de la NFS (Tabla 12).
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Figura 42. Termogramas de DSC y TGA de TDF-Res .
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Tabla 12. Estequiometria de la NFS TDF-Res, porcentaje tedrico y porcentaje
experimental.

Estequiometria 1:1 % Tedrico % Experimental
Tadalafilo (389.4 g/mol) 77.95% 79.5%
Resorcinol (110.1 g/mol) 22.05% 20.4%

Resultados similares se obtuvieron con la NFS TDF-LPro, los cuales se
muestran en las figuras 44 y 45. El analisis por DSC demostr6 que la NFS presenta
un evento endotérmico en 228 °C, el cual es diferente a los eventos endotérmicos
observados con las materias primas de partida, y la temperatura del primer evento
endotérmico es menor al del IFA. Adicionalmente, en el TGA se observaron dos
perdidas de masa, del 22% y del 78%, a los 213 °C y 302 °C respectivamente, lo
cual, como en el caso anterior, corresponde a la estequiometria 1:1 de la NFS (tabla
13).
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Figura 44. Termogramas correspondientes a TDF-Res y materias de partida.
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Tabla 13. Estequiometria de la NFS TDF-LPro, porcentaje tedrico y porcentaje
experimental.

Estequiometria 1:1 % Tedrico % Experimental
Tadalafilo (389.4 g/mol) 77.18% 78%
L-Prolina(115.13 g/mol) 22.82% 22%

Resultados similares se han reportado en los cocristales de TDF sintetizados
anteriormente. En el afo 2019 Shimpi y colaboradores presentaron los
termogramas de un cocristal de TDF con el acido malonico (ver las Figuras 22 y 23),
el cual presentd en el analisis de DSC eventos endotérmicos a una temperatura
menor que la del punto de fusion de TDF, y en el analisis por TGA se observaron
dos pérdidas de masa. Asimismo, en los estudios realizados en la tesis de maestria
de Carlos-Martinez, se reportaron los eventos endotérmicos del cocristal TDF-Dmal,
el cual presentd dos pérdidas de masa en 172°C y 306 °C, y un evento endotérmico
a 180 °C, resultados muy similares a los de TDF-Res. Por lo cual los resultados
obtenidos durante este analisis tienen las mismas caracteristicas que las de los

cocristales de TDF caracterizados anteriormente.

9.4 Escalamiento

Las condiciones iniciales para la sintesis de las NFS de TDF, consistieron en
experimentos conteniendo 50 mg de la mezcla de los componentes solidos y 10uL
de acetona, utilizando los contenedores de 1.5 mL de capacidad. Para el
escalamiento se incrementd 10 veces la masa de los reactivos y el volumen de
acetona (i.e. 500 mg y 100 pL para Res y 200 pyL para LPro), utilizando los
contendores del molino de capacidad de 1 g. Las condiciones de molienda
permanecieron constantes (20 Hz por 15 min para TDF-Res, y 25 Hz por 30 min
para TDF-LPro). Los sélidos obtenidos de la molienda se analizaron por DRXP, y
se compararon con los patrones de difraccion de las NFS obtenidos anteriormente.
Los resultados se muestran en las figuras 46 y 47, de las cuales cabe destacar que
los patrones coinciden totalmente con los de referencia, por lo que el escalamiento

fue exitoso tomando estos parametros de molienda.

90



-TDF
A AJA M it

A -Res
A

Jethh e, I

-~ TDF-Res 1:1

2 Theta

Figura 46. Patrones de DRXPs correspondientes a TDF, Res, TDF-Res y su

escalamiento

AJULMJ\J[ ! K K TDF

- L-Prolina

m
L i
immw_

N
JLWMMJNMWMA AT

5 10 5 20 25 30 3B 4 45
2 Tetha

- TDF-LPro 1:1

4
1
=3

- TDF-LPro 1:1 esc.

Figura 47. Patrones DRXPs correspondientes TDF, LPro, TDF-LPro y su
escalamiento.

91



9.5 Estudios de estabilidad de fase

9.5.1 Estabilidad de fase en estado sélido

Para evaluar si existe transformacién de fase en los sélidos, inducida por
cambios de temperatura y/o humedad relativa (HR), se llevd acabo el estudio de
estabilidad bajo diferentes condiciones de temperatura y humedad. Las materias
primas y las NFS se sometieron durante 30 dias a camaras bajo las siguientes
condiciones: a) 40°C, calor seco, b) 50°C, calor seco, y c) 40°C 75% HR. Se
evaluaron los sdlidos al inicio y final del experimento por DRXP.

En las figuras 48 y 49 se muestran los resultados obtenidos de TDF, Res y
TDF-Res, respectivamente, bajo las tres condiciones evaluadas. Bajo estas
condiciones los patrones de difraccion obtenidos no mostraron cambios en
comparacion con los materiales de partida antes del tratamiento, lo que es atribuido
a que los componentes en cada sélido son estables, no presentan un cambio
estructural fisico o quimico. Por lo cual estos solidos no requieren condiciones

especiales de almacenamiento de temperatura y/o humedad.

a) b)
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Figura 48. Patrones DRXPs correspondientes a los productos de estabilidad de: a)
Tadalafilo (TDF); b) Resorcinol (Res)
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Figura 49. Patrones de DRXPs correspondientes a los productos de estabilidad de
TDF-Res.

Por otra parte, en la figura 50a se presentan los resultados de DRXP del
analisis de LPro, evaluada a los 40 °C y 50 °C. No se observan diferencias en los
patrones de difraccidén en comparacion con el del sélido de partida. En contraste a
45°Cy 75% de HR la muestra solida fue delicuescente (absorbié agua y se disolvio),
por lo que no se pudo obtener su patron de DRXP. Asi mismo, los resultados
obtenidos de TDF-LPro se muestran en la figura 50b, cuando se evaluaron las
condiciones de 50 °C con calor seco y 40 °C con 75% HR; los patrones de difraccion
obtenidos coinciden con el de TDF, por lo que hubo una transformacién fisica de
fase, no asi a 40 °C donde las NFS no presento transformacion.

Esto indica que la NFS se transforma al IFA de partida en condiciones de
temperatura y humedad altas, por lo que las condiciones de almacenamiento son
un factor importante para conservar la integridad fisica de la fase. Estudios
anteriores han demostrado que el control de la HR es un factor importante para
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asegurar la estabilidad fisica de LPro. En el afio 2018, Nugrahani y colaboradores
sintetizaron cocristales de diclofenaco (DFA) con LPro, mostrando que son
inestables tras 24 horas de almacenamiento en condiciones de 80% HR y 30 °C,
debido a la hidratacion que presenta LPro. La transformacion fisica que presentan
los cocristales, DFA-LPro y TDF-LPro, es debido al estado de menor energia (G)
que presenta el coformador cuando se encuentra en presencia de agua, lo que
ocasiona el rompimiento del enlace entre el IFA y el coformador, y por ende la

disociacion del cocristal (Eddleston et al, 2014).
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Figura 50. DRXPs correspondientes a los productos de estabilidad de:
a) LPro; b) TDF-LPro
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9.5.2 Transformacioén de fase inducida por el disolvente

Debido a que TDF se absorbe en el tracto gastrointestinal, los estudios de
transformacién de fase mediados por el disolvente se realizaron en medios de pH
1.6 y 6.5. Estos representan el pH de estémago e intestino, respectivamente. El
estudio se realiza para evaluar la permanencia de fase de los sélidos cuando estan
en contacto de medios acuosos, y se realiza bajo condiciones de agitacion vy
temperatura constantes (90 rpm, 37° C) por 90 minutos. Se consideré que la NFS
sufria una transformacion de fase cuando el patrén obtenido no correspondia con el
de patron inicial, y se observaban picos correspondientes a las materias de partida,
0 bien picos nuevos.

En las figuras 51, 52 y 53 se muestran los difractogramas evaluados de TDF
y las NFS, en los pHs 1.6 y 6.5, tomando en cuenta tiempos representativos de todo
el analisis. En la figura 52 se aprecia que TDF no presento transformacion de fase
mediada por el disolvente, puesto que el patrén de difraccidn coincide con el de
referencia en todos los tiempos de analisis. No obstante, en los difractogramas de
las NFS a partir del primer minuto del experimento se observan picos en la region
de 7.3, 10.65, 14.56 y 18.42 2-theta principalmente, los cuales son caracteristicos
de TDF. Por lo cual se determind que las NFS presentan una transformacion
inmediata de fase mediada por la solucidon y ambas fases se transforman
rapidamente al farmaco partida al estar en contacto con el medio de disolucién. Este
efecto se mantuvo durante los 90 minutos del experimento, ya que en todos los
tiempos evaluados se aprecia que el patron de difraccién analizado corresponde a
TDF. El resumen de los resultados obtenidos se presenta en la tabla 14, y no hubo

diferencias en los resultados obtenidos cuando se analizaron los sélidos a pH 6.5
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Figura 51. Estudios de estabilidad de Fase de TDF:
a) en solucion de HCI, pH 1.6 (con Bruker D8-Advance)
b) en solucion de buffer de fosfatos 0.1 M, pH 6.5 (con Bruker D2-Phaser)
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Figura 52. Estudios de estabilidad de fase en solucion de TDF-Res
a) en solucion de HCI, pH 1.6
b) en solucion de buffer de fosfatos 0.1 M, pH 6.5
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Figura 53. Estudios de estabilidad de fase en solucion de TDF-LPro

a) en solucion de HCI, pH 1.6

b) en solucion de buffer de fosfatos 0.1 M, pH 6.5
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Tabla 14. Resumen de los resultados obtenidos en la prueba de estabilidad de

fase en solucion a los diferentes pH.
Solido pH 1.6 ‘ pH 6.5

TDF X X
TDF-Res +++ +++
TDF-LPro +++ L

( x no transformacion de fase, +++ transformacién de fase rapida)

Un efecto similar ya se habia observado anteriormente en otros cocristales
de TDF. El cocristal de TDF con acido D-malico, analizado en el trabajo de tesis de
Maestria de Carlos-Martinez (Carlos-Martinez, 2017), presentd una pronta
transformacion al IFA de partida en los medios de HCI 0.1N (pH 1.6) y buffer de
fosfatos (pH 6.5), al minuto 1 y 5 del experimento, respectivamente. Asi mismo el
cocristal de TDF con acido maldnico evaluado por Shimpi y colaboradores (Shimpi
et al., 2018) bajo condiciones de supersaturacion, presentd una rapida precipitacion
a TDF. De igual forma, la ventaja en solubilidad generada por las NFS esta
relacionada con el proceso de transformacion de fase observada en los cocristales
de TDF. TDF tiene una muy baja solubilidad (3ug/mL), y facilmente se produce una
gran diferencia en solubilidad cuando se cocristaliza, i.e. SA, al presentarse una
transformacién de la fase cocristalina inducida por el disolvente se induce un estado
de supersaturacion que conduce a una pronta precipitacion al IFA.

Por consiguiente, se debe evitar la pronta precipitacion del TDF a partir de la
disolucidn de los cocristales para asegurar que se mantengan las propiedades
fisicoquimicas mejoradas del IFA en el sistema cocristalino, una vez que el IFA se
encuentran en solucién. Debido a esto, en los ultimos afios se ha optado por el uso
de polimeros en la pre-formulacion como estrategia para inhibir o prolongar la

precipitacion de los cocristales en solucion (Shimpi et al., 2018).
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9.6 Desarrollo del método de cuantificacién por HPLC

Se desarroll6 un método por HPLC-DAD (Agilent Technologies 1260 Infinity I1)
para separar y cuantificar al farmaco de las muestras de analisis obtenidas en este
trabajo de tesis. Considerando las diferentes propiedades fisicoquimicas de los
analitos que se evaluaron, coformadores hidrofilicos y farmaco hidrofébico, se
desarroll6 un método por gradiente con fase movil de H20O: CH3CN: MeOH para
cuantificar ambos compuestos en una misma corrida y en un tiempo corto (7
minutos). En la figura 54 se muestra un cromatograma ilustrativo, donde se observa
el pico que corresponde a Res (tr= min 1.6) y a TDF (tr= min 3.8). Otras condiciones
utilizadas fueron: flujo de 1 mL/min, temperatura de 40 °C en la columna, longitud
de onda de lectura a 280 nm. Estas condiciones se adecuaron con el fin de optimizar

los tr de los analitos estudiados.

& ‘A.

: ®
&
w‘@@

Figura 54. Cromatograma correspondiente a Resorcinol (Tr= 1.6 min) y Tadalafilo
(Tr= 3.7 min).

Se determino la adecuabilidad del método para area y tr, utilizando cinco
inyecciones de la misma muestra. Se utilizé una concentracion de 10 yg/mL de Res
y de 16 yg/mL de TDF, y se obtuvieron variaciones menores al 2% para ambos
compuestos en los dos parametros (Anexo V). Una vez determinada la
adecuabilidad del método se prosiguid a realizar las curvas de cuantificacion para

la validacion.
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Los valores de la curva de cuantificacion fueron ajustados segun la
solubilidad de TDF, y las concentraciones mayores esperadas en el estudio de
disolucién de polvos. Debido a esto se selecciono el intervalo de concentracion de
TDF de 2.6 yg/mL a 26 pg/mL. Las curvas se realizaron por triplicado con 5 puntos
de concentracion, y se hicieron repeticiones en tres dias. El coeficiente de
correlacion (r) obtenido fue > 0.99 y el error relativo fue de 2.2%, por lo que el
método mostrod linealidad. El analisis de precision mostré un %CV alrededor de 4-
6%, esto se atribuye principalmente a que se utilizé una curva de concentraciones
en el limite de cuantificacion (ver adelante en el texto), por lo que la sensibilidad al
error fue mayor.

En el Anexo VI se ilustran los valores obtenidos de una curva de calibracion por
triplicado, junto con los resultados completos.

Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ) se determinaron usando el
promedio de las pendientes (m) y la DE de los interceptos (b) (Anexo VI), bajo las
diferentes ecuaciones. Los resultados fueron: LD= 0.89 yg/mL y LQ= 2.6 pg/mL

Este método fue empleado para cuantificar las concentraciones obtenidas de
TDF en las muestras de disolucion de polvos.

9.7 Estudios biofarmacéuticos

9.7.1 Estudios de solvent shift

Actualmente uno de los mayores retos en la formulacion de cocristales es su
pronta transformacion de fase y la consiguiente precipitacion del IFA en solucién.
Debido a esto, recientemente se ha estudiado el efecto supersaturante de los
cocristales, y el uso de polimeros y surfactantes como inhibidores de su
precipitacion (Salas-Zufiga et al., 2020).

En ensayos anteriores se ha utilizado el método de solvent shift para determinar
el punto de saturacion del farmaco en cuestion, y asi mismo seleccionar una matriz
polimérica adecuada que inhiba su precipitacion (Yamashita et al., 2011). En
nuestro grupo de investigaciéon (Carlos-Martinez, 2017) se ha estudiado el nivel de

saturacion de TDF en presencia de matrices poliméricas de derivados de celulosa
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(MC, HPMC y HPC), de polietilenglicol (PEG E 300 y PEG BLOCK) y
polivinilpirrolidona (PVP). En estos estudios se destacé el Methocel (MC) por inhibir
por un tiempo mayor la precipitacién del cocristal de TDF. No obstante, debido a
que este polimero se dejé de comercializar, hubo la necesidad de repetir este
experimento, ahora utilizando Methocel-A15 (MA 15) de la marca Colorcon ®, para
estudiar su efecto en la inhibicion de la precipitacion de TDF y las NFS. Este
polimero tiene propiedades fisicoquimicas y quimicas muy semejantes al MC.

A través del ensayo de solvent shift, se determin6 que el punto de saturacion de
TDF en una solucion de HCI, pH 1.6, es de 32.7 ug/mL. Posteriormente se hizo el
mismo estudio, pero agregando el polimero Methocel A15 al 0.5%, el cual retrasé el
punto de saturacion de TDF hasta una concentracion de 65.7 pyg/mL. Ambos
resultados se muestran en la Figura 55, y debido al buen desempeiio del polimero
inhibiendo la precipitacion de TDF, semejante al observado con Methocel utilizado
anteriormente, se decidid que era adecuado para continuar con los estudios de

disolucion.
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Concetracion de TDF  (ug/mL)

® Sin Polimero ® Methocel A15

Figura 55. Determinacion de punto de saturacion de TDF sin y con el polimero
Methocel A15 al 0.5%.
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9.7.2 Estudios de disolucién de polvos y solubilidad

Los estudios de disolucion se realizaron con el objetivo de evaluar el
comportamiento del farmaco y de las NFS bajo condiciones no sink en diferentes
pHs. Se utilizé una solucion de HCI 0.1 M de pH 1.6 y buffer de fosfatos 0.1M pH
6.5, debido a que simulan las condiciones de solubilizacion del IFA en las porciones
del tracto gastrointestinal en las que se absorbe TDF (estdmago e intestino). Se
compararon los perfiles de disolucion de polvos hasta los 90 minutos para TDF
materia prima y las NFS. Las soluciones obtenidas fueron filtradas, y se analizaron
por HPLC para determinar la concentracion de TDF en solucién, los resultados se
observan en las Figuras 56 y 57.

—a— TDF-Res
8 —eo— TDF-LPro
—a— TDF

Concentraciéon (mcg/mL)
[}

1
0 20 40 60 80 100
Tiempo (minutos)

Figura 56. Perfil de disolucion de polvos en solucion HCI (pH 1.6)
(media + DE)
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Figura 57. Perfil de disolucion de polvos en buffer de fosfatos 1 M (pH 6.5)
(media £ DE)

A partir de estos resultados se determin6 que las NFS incrementaron hasta
tres veces mas la concentracidon de TDF disuelta al primer minuto, sin embargo, esta
ventaja se perdio a partir del tercer minuto, ya que la concentracién de TDF disuelta
disminuyo rapidamente hasta ser la misma para la muestra de la NFS y el farmaco
libre. EI comportamiento de disolucion de TDF proveniente de las NFS genero6 el
efecto conocido como spring. Este efecto es ocasionado por la supersaturacion
generada en la concentracion de TDF por los cocristales en solucion, que conduce
a una precipitacion inmediata del IFA debido a la alta ventaja en solubilidad (SA)
inducida por las NFS en comparacion con TDF. No se pudo determinar que tan alta
podia llegar a ser la SA inducida por las NFS, ya que no fue posible cuantificar la
concentracion de TDF disuelto antes del minuto 1.

Aunado a esto, se evualuo el perfil de disolucion de polvos de TDF, las NFS
y a las mezclas fisicas (MF) de las NFS en presencia del polimero Methocel A15 al
0.5%. Estos perfiles se encuentran en las figuras 58 y 59, para TDF-Res y TDF-
LPro respectivamente. La comparacion entre estos perfiles se encuentra en el
Anexo VII. Con estos resultados se determind importancia de la incorporacion de

Methocel A15 (MA 15) al medio de disolucion, ya que con el uso de este polimero
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la concentracion disuelta de TDF incremento significativamente, tanto para el
farmaco libre como para las NFS. MA 15 presentd un efecto tanto solubilizante para
el IFA, asi como de inhibidor de la nucleacién y cristalizacién del TDF disuelto
previamente de las NFS, estos ultimos son procesos involucrados en la precipitacion
del IFA proveniente de los cocristales.

Mediante estos estudios se determindé que las mezclas fisicas (MF), en
comparacion con las NFS, alcanzaron concentraciones significativamente menores
de TDF disuelto en las diferentes soluciones con MA 15, sin embargo, la presencia

del coformador si influy6 en la solubilizacion del IFA.
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Figura 58. Perfil de disolucion de polvos de TDF, TDF-Res y MF TDF-Res, con y
sin polimero Methocel A15:
a) en solucion HCI 0.1 M pH 1.6
b) en buffer de fosfatos 0.1M pH 6.5 (media + DE).
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Figura 59. Perfil de disolucion de polvos de TDF, TDF-LPro y MF TDF-LPro, con y
sin polimero Methocel A15:
a) en solucion HCI 0.1 M pH 1.6
b) en buffer de fosfatos 0.1M pH 6.5 (media + DE).
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Asi mismo, se evaluaron las cantidades totales de TDF alcanzadas por cada
sélido bajo las diferentes condiciones de trabajo, estas se expresan con el
parametro de ABC (area bajo la curva, a partir de los perfiles de las Figuras 56-59)
y los resultados se muestran en la tabla 15 y la figura 60. De éstos resultados, se
determind que hay una diferencia en la cantidad total de farmaco disuelto entre el
TDF solo y el TDF proveniente de las NFS. Si bien, esta diferencia es marginal, 1.4X
en ausencia del polimero MA 15, si permite observar la ventaja que otorga el
sistema cocristalino.

Cabe destacar que TDF-Res es el cocristal que alcanzé mayores
concentraciones del farmaco disuelto en ambos pHs en medio conteniendo MA 15,
lo cual se ve reflejado en su ABC. En este caso particular, cabe recordar que el
cocristal de TDF-Res present6 una transformacion de fase mediada por la soluciéon
semejante al cocristal de TDF-LPro (Figuras 52 y 53), sin embargo, la diferencia en
solubilidad que existe entre TDF y Res es menor en comparacién con L-Pro, por
ende el cocristal TDF-Res se esperaria tuviera una transformacién de fase menos
inmediata que TDF-LPro permitiendo mantener una concentracion de TDF disuelto
por un mayor tiempo.

En resumen, las preformulaciones evaluadas que mejor efecto tuvieron sobre la
solubilidad del TDF contienen al IFA cocristalizado, en conjunto con el polimero
MA15. Se compararon los grupos con y sin MA15 a través del analisis estadistico
realizado en Statgraphics ® (Anexo VIII) y se demostré que P valor = 0.0071, por lo
cual estos grupos son significativamente diferentes. En particular, el sistema
conteniendo al cocristal TDF-Res generd el mayor nivel de solubilizacion en ambos
pHs, y al menos por el intervalo de tiempo que duro el analisis (3 hr).

Tabla 15. Valores promedio de ABC (ug.min/mL) de TDF y las NFS, en los

diferentes medios de disolucion, sin polimero y con polimero.
s/Methocel A15 c/Methocel A15

pH 1.6 | DE pH 6.5 DE | pH16 | DE | pH6.5 | DE
TDF 292 | 175 285 26 | 1465 | 83| 1,731 |65.1
TDF-LPro | 422 | 7.2 378 165| 1,053 | 99 | 2,655 | 64.1
TDF-Res 391 | 25.1 418 176| 5,359 | 0.1 | 4,594 |64.2
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Figura 60. Promedio de ABC de TDF, TDF-LPro y TDF-Res en diferentes medios
de disolucion.

Cabe resaltar que estos resultados fueron complementados y comparados
con el estudio por DRXPs de los sdlidos filtrados durante los perfiles de disolucion,
para evaluar su estabilidad en solucion. Los resultados se muestran en las Figuras
61y 62 para TDF-Res y TDF-LPro, respectivamente.

De los resultados de disolucion se determiné el efecto del pH en la disolucion
de TDF y las NFS. Los resultados obtenidos no muestran cambios en la disolucién
de TDF y TDF-Res, lo cual era de esperarse al ser los componentes no ionizables
en estos pHs. Por lo contrario, LPro tiene dos grupos ionizados (COO" y NHs*) a pH
6.5, lo cual genera una especie zwiterionica menos soluble, a diferencia de lo que
ocurre en pH 1.6. Es de hacer notar que a pH 6.5 el cocristal TDF-LPro se
transforma a materias primas mas lentamente, lo que generé un nivel de
solubilizacion de TDF menor que a pH 1.6. Esto es congruente con los estudios de
estabilidad en solucién con MA 15, ya que como se aprecia en la Figura 62, a pH
1.6 se observa el patron de DRXP de TDF a partir del primer minuto, mientras que
a pH de 6.5 el patrén de DRXP de TDF-LPro se mantuvo hasta los 15 minutos.
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Los estudios de disolucion demostraron que el cocristal TDF-LPro se disolvio
en concentraciones muy similares a las de TDF a pH 1.6, pero alcanzé una
concentracion 5 veces mayor a pH 6.5 en el medio con polimero. A pH 6.5 el
cocristal se encuentra en un estado termodinamicamente mas estable, ya que en
este la diferencia en solubilidad entre el farmaco y el coformador es menor que a
pH 1.6; esto genera que la transformacién de fase del cocristal a materias primas
se dé mas lentamente y genere una solubilizacion mas sostenida con la presencia

del polimero, dando como resultado un incremento en el ABC.
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de polvos con Methocel A15: a) pH 1.6, b) pH 6.5.
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de polvos con Methocel A15. a) pH 1.6, b) pH 6.5.

Finalmente, se determind la solubilidad de TDF solo y el proveniente de las
NFS en ausencia del polimero, y la solubilidad aparente de este con la presencia
del polimero MA 15. Los resultados se muestran en la tabla 16 y en la figura 63;
cabe destacar que las tendencias son similares a las de la cuantificacion de ABC, y
coinciden con las concentraciones obtenidas en disolucion de polvos. Mediante este
estudio se demostré6 que la cocristalizacion de TDF con Res y LPro,
respectivamente, en presencia del polimero Methocel A15 incrementa hasta 26y 10
veces, respectivamente, la concentracion disuelta de TDF. Asi mismo se demostro
mediante el analisis estadistico por Startgraphics ® (Anexo 1X), que las diferencias

entre los grupos con y sin methocel son diferentes estadisticamente significativos
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(p=0.016). Lo anteriormente expuesto demuestra que usando estas estrategias se
puede mejorar considerablemente la solubilidad del farmaco.

Tabla 16. Valores promedio de concentracion de TDF (ug/mL) solo y en las NFS,
bajo las diferentes condiciones evaluadas.

s/Methocel A15 c/Methocel A15
pH 1.6 | DE pH 6.5 DE pH 1.6 DE | pH6.5 | DE
TDF 3.40 | 0.13 3.40 0.21 20.60 0.14 | 1940 |1.34
TDF-LPro 432 |0.08 4.42 0.06 13.00 225| 33.35 |[1.13
TDF-Res 4.20 0.4 415 0.07 87.74 0.82| 43.34 | 1.61

100 ~

-pH1.6
I - %

807 B4~7] pH 1.6 c/Methocel A15
/7 pH 6.5 c/Methocel A15

60

40 - %

Concentracion TDF (ug/mL)

20 4

. -

TDF TDF-LPro TDF-Res

Figura 63. Solubilidad y solubilidad aparente de TDF y las NFS respectivamente,
en diferentes medios de disolucion, con y sin Methocel A-15 al 0.5%.
(media + DE).
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10.Conclusiones

Se sintetizaron dos NFS de TDF en combinacion con resorcinol (TDF-Res) y L-
Prolina (TDF-LPro), respectivamente, con una proporcion molar 1:1, mediante la
técnica de reaccion mecanoquimica utilizando acetona como disolvente. Las NFS
se caracterizaron mediante técnicas fisicas (DRXP 'y calorimetria) vy
espectroscopicas (IR), sugiriendo la formacién de cocristales farmacéuticos de TDF.
Los estudios de disolucion de los cocristales TDF-Res y TDF-LPro muestran la
generacion de soluciones supersaturadas del IFA, en las cuales se observa una
reprecipitacion inmediata de TDF. El uso del polimero Methocel A15 en una
concentracion de 0.5% fue un factor determinante que incremento y prolongoé las
concentraciones disueltas de TDF provenientes de los cocristales. El sistema
cocristalino TDF-Res con el polimero fue particularmente efectivo para mantener

concentraciones mayores de TDF soluble.

Algunas observaciones adicionales de relevancia, producto de este trabajo de

investigacion son:

e Las fases de TDF, Res y TDF-Res, no sufren transformacién de fase bajo las
condiciones de estabilidad indicativa, en contraste, TDF-LPro y L-prolina se
transforman en condiciones de alta humedad y temperatura, por lo cual el
coformador y la NFS deberan ser almacenados bajo condiciones de humedad
y temperatura controladas.

e También se comprobdé que ambas fases se transforman rapidamente a
materias primas en soluciones de pH 1.6 y 6.5, induciéndose una rapida
precipitacion del farmaco.

e Se desarroll6 un método de HPLC que permite cuantificar a TDF y Res, y se
evaluo su adecuabilidad, linealidad, precision, limite de deteccion y de
cuantificacion. El método resulté ser adecuado y lineal para la cuantificacion
del IFA.
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e Se demostré que mediante la cocristalizacion de TDF con los coformadores y
el polimero adecuados se puede incrementar la solubilidad de TDF por un
tiempo prolongado, lo que favorecera su desarrollo farmacéutico y su
desempefio farmacologico.

Finalmente, mediante este trabajo se determiné que la cocristalizacién de TDF y el
uso de un polimero adecuado, permiten mejorar las propiedades fisicoquimicas de
TDF, en particular es notable la capacidad del cocristal para generar soluciones de
TDF con concentraciones mayores a su solubilidad termodinamica (v.gr.
supersaturacién), asi como la capacidad del polimero de incrementar el tiempo que
permanece el TDF soluble debido a la inhibicidn de su precipitacion.

Dado que TDF no presenta problemas de permeabilidad, se espera que la mejora
en solubilizacion del IFA impacte positivamente en su nivel de absorcion y

biodisponibilidad.
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11. Perspectivas

1. Determinar la estructura cristalina de las NFS TDF-Res y TDF-LPro por

difraccién de rayos X de monocristal.
2. Realizar estudios de disolucion en el aparato |, comparando la formulacion

de los cocristales TDF-Res y TDF-LPro en conjunto con el polimero MA15 y

la formulacion comercial de TDF Cialis ®.
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ANEXO |

Ruta de Sintesis de Tadalafilo
(Pandurang et al., 2007)
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ANEXO Il

—— Cafeina
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Figura 1. Patrones de DRXPs de Tadalafilo (TDF), Cafeina (Caf), y el sélido TDF-
Caf analizado a diferentes relaciones molares.
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ANEXO il
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Figura 2. Patrones de DRXPs de Tadalafilo, con y sin acetona.
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Figura 3. Patrones de DRXPs de Resorcinol, con y sin acetona.
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——— Tadalafilo c/acetona

—— Tadalafilo
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Figura 4. Patrones de DRXPs de L-Prolina, con y sin acetona.
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ANEXO IV
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Figura 5. DRXP de NFS: a) TDF-Res y materias primas; b) TDF-LPro y materias
primas.
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ANEXO V

System Suitability Report Page 1 of 1
Sequence : D:\Result\2. irma\3. STDs\OCTUBRE!'std TDF 26mcg adecua.rslt\std TDF 26mcg adecua.rst
User : SYSTEM (SYSTEM)
Printed : 3/11/2020 1:43:08 PM (GMT -06:00)
Sample ID Data Filename
std TDF std TDF 26mcg adecua-Repl.dat
26mceg adecua
std TDF std TDF 26mcg adecua-Rep2.dat
26mcg adecua
std TDF std TDF 26mcg adecua-Rep3.dat
26mcg adecua
std TDF std TDF 26mcg adecua-Rep4.dat
26mcg adecua
std TDF std TDF 26mcg adecua-Rep5.dat
26mceg adecua
System is Suitable
DAD: Signal Compound Parameter Min Max %RSD
A, 280.0
nm/Bw:4.0
nm Ref 360.0
nm/Bw:100.0
nm
TDF_280 Retention Time 2
Area 2
Sample ID Compound Parameter Average Low High %RSD Status
TDF_280 Retention Time 3.664 3.653 3.667 0.163
std TDF 3.667 Passed
26mceg adecua
std TDF 3.653 Passed
26mcg adecua
std TDF 3.667 Passed
26mcg adecua
std TDF 3.667 Passed
26mcg adecua
std TDF 3.667 Passed
26mceg adecua
Area 4339289360 4329175867 4351142259  0.197
std TDF 4335829386 Passed
26mceg adecua
std TDF 4335978099 Passed
26mceg adecua
std TDF 4344321188 Passed
26mcg adecua
std TDF 4329175867 Passed
26mcg adecua
std TDF 4351142259 Passed

26mcg adecua

Figura 4. Reporte de adecuabilidad de Tadalafilo para tiempo de retencion y area,

respectivamente.
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ANEXO VI

a)

r=0.998
2.50E+009 -

Intercepto= 1.74x10°
Pendiente: 7.64x10°

2.00E+009

1.50E+009
<
3

Desv 6,077,723.96

1.00E+009

%CV 6.22%

5.00E+008

0.00E+000

T T T T T 1
5 10 15 20 25 30
Concentracion de TDF (ug/mL)

Esquema 1. Datos de curva de calibracion de TDF: a) Grafico de linealidad (n=3 + DE),
b)Determinacion del %CV segun el FR.

Dia 1
e T
379,497,291.00 389,631,863.00  385,446,661.00  384,858,605.00 5,092,813.05
569,058,609.00 579,421,841.00 585,204,987.00 577,895,145.67 8,180,738.33
792,708,565.00  798,998,798.00  798,080,542.00  796,595,968.33  3,397,753.23
10.72 1,019,435,600.00 1,017,469,514.00 1,047,729,440.00 1,028,211,518.00 16,931,577.98
1,271,532,915.00 1,292,703,478.00 1,197,826,202.00 1,254,020,865.00 49,803,898.41

26.8

2,400,169,073.00 2,522,430,463.00 2,478,321,052.00 2,466,973,529.33 61,915,560.03

. FR | FRz__ | FR

105,231,594.40  103,758,817.54  104,634,123.13 Promedio 97,739,263.30
105,301,235.82  105,767,281.90  105,584,260.07 4,454,540.45
98,252,233.71 98,134,069.03  98,379,465.80 %CV 4.56%
94,804,748.13 94,778,130.60  94,795,430.32 0.9995
96,321,575.75 96,347,181.72  96,282,124.85 Intercepto 7x107
93,674,180.78 93,703,183.47  93,963,847.57 Pendiente 9x10’
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Dia 2
gD Aeat | Mz | w3 Pomedo | OE
2.68 342,830,753.00 341,514,501.00 344,009,754.00  342,785,002.67  1,248,255.46
5.36 566,454,204.00 568,982,771.00 584,771,333.00  573,402,769.33  9,926,308.11
8.04 799,647,899.00 798,757,015.00 795,510,765.00  797,971,893.00 2,177,448.47
10.72 1,015,216,810.00 1,015,111,700.00 1,017,257,034.00 1,015,861,848.00 1,209,408.95
13.4 1,285,738,657.00 1,290,352,169.00 1,290,110,673.00 1,288,733,833.00 2,596,707.44
26.8 2,500,138,063.00 2,512,230,417.00 2,518,251,049.00 2,510,206,509.67 9,224,544.22

. FR | FRz__ | FR

107,921,922.76  107,430,783.96  108,361,848.51 Promedio 98,166,036.96

105,681,754.48  106,153,502.05  109,099,129.29 5,292,675.74
99,458,693.91 99,347,887.44  98,944,125.00 %CV 5.39%
94,703,060.63 94,693,255.60  94,893,380.04 0.9994
95,950,646.04 96,294,937.99  96,276,915.90 Intercepto 8x10’
93,288,733.69 93,739,940.93  93,964,591.38 Pendiente 9x10’
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Dia 3
B P | D
2.68 335,620,673.00 331,673,631.00 334,019,450 353,771,251.33  1,985,191.95
5.36 564,414,624.00 566,912,631.00 565,931,634.00 565,752,963.00 1,258,551.64
8.04 789,947,959.00 788,997,915.00 790,970,905.00 789,972,259.67 986,719.45
10.72 1,016,306,900.00 1,016,021,560.00 1,016,207,013.00 1,016,178,491.00 144,792.46

1,290,647,274.33  439,158.79
2,510,468,045.00 2,511,245,317.00 2,518,231,115.00 2,513,314,825.67 4,275,331.98

13.4 1,290,709,115.00 1,291,052,235.00 1,290,180,473.00
26.8

. FR1__ | FR2 | PR

111,603,466.79  115,385,023.51  113,823,380.97 97,689,102.07

106,167,650.93 108,101,089.74  109,180,034.89 “ 6,077,723.96

98,595,592.66 99,377,959.95 99,263,749.00 6.22%
95,096,604.48 94,913,200.93 97,735,955.22 0.998

94,890,516.04 96,470,408.81 89,390,015.07 Intercepto 1.74x10®

89,558,547.50 94,120,539.66 92,474,666.12 7.64x10°8
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ANEXO VI
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Figura 6. Perfil de disolucion de polvos de TDF, NFS y MF en soluciéon HCI 0.1 M pH 1.6

(media = DE).
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Figura 7. Perfil de disolucion de polvos de TDF, NFS y MF en buffer de fosfatos 0.1M pH
6.5 (media £ DE).
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ANEXO VIII
Analisis Estadistico del ABC de TDF y de las NFS

1. Tabla ANOVA comparacion entre grupos

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos [ 1,793635E7 1 1,79363E7 11,36 0,0071
Intra grupos [ 1,3783E7 10 [1,5783E6
Total (Corr) [3,37193E7 11

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-
F. que en este caso s igual a 11,3644, es el cociente entre &l estimado entre-grupos v el estimado dentro-de-grupes. Puesto que el valor-P de la prusba-F
25 menor que 0,03, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 2 variables con un nivel del 93,0% de confianza.

2. Verificacion de la Varianza
Verificacion de Varianza

Prueba Valor-P

Levene's |593764 |0,0196789

Comparacion Sigmal | Sigmal | F-Ratio P-Valor
pH 1.6 ¢MA15/ pH 1.6 sMALS 237608 |67.8994 |0.00122459 [0,0024
pH 1.6 ¢MALS/pH 6.5 sMALS 237608 |682373 000121249 [0,0024
pH 1.6 ¢MAL5/ pH 6.5 c¢MALS 237608 [2.37608 |10 1,0000
pH 1.6 =MALS/pH 6.5 sMALS 67.8994 [682373 [0,990121 0,9950
pH 1.6 2MALS/ pH 6.5 ¢MAI1S 67,8004 (237608 |[816.6 0,0024
pH 6.5 «MA1S/ pH 6.5 cMALS 68,2373 [2.37608 [824.747 0,0024

El StatAdvisor

Los estadisticos mostrados en esta tabla evalian la hipotesis nula de que las desviaciones estandar dentro de cada una de las 4 columnas son iguales. De
particular interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es menor que 0,03, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones
estandar, con un nivel del 95.0% de confianza. Esto viola une de los supuestos importantes subyacentes en el andlisis de varianza e invalidard la mayoria
de las prusbas estadisticas comunes.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-valores por debajo de 0.03, de los cuales hay 4,
indican una diferencia estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 3% de nivel de signifiacion.

3. Prueba de Multiples Rangos

Pruebas de Miiltiple Rangos

Meétodo: 93,0 porcentaje LD

Casos | Media Grupos Homogéneos
pH16 ¢MAIS |3 262567 |X
pH 6.5 ¢MAI1S 3 262567 |X
pH6.5 sMALT |3 360,333 X
pH 1.6 sMAILS 3 368.333 X
Contraste Sig.  |Diferencia | +/- Limites
pH 1.6 ¢/MAILS - pH 1.6 sMA13 * 90.68
pH 1.6 ¢MAILS-pH 6.5 sMAILS = -3 90.68
pH 1.6 ¢MAILS - pH 6.5 ¢/MALS 0 £0.68
pH 1.6 sMAL5 - pH 6.5 s’MA13 8. 20.68
pH 1.6 sMA1S - pH 6.5 </MAILJ * 3 90.68
pH 6.5 sMAILS - pH 6.5 ¢/MA1LS * 357, 90.68

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son sipnificativamente diferentes de otras. La mitad inferior de
1a salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 4 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza En la parte superior de la pdgina, se han identificado 2 grupos

1 Eneos segin la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una
misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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ANEXO IX
Analisis Estadistico de la Solubilidad de TDF y las NFS

1. Tabla Anova, comparacion de varias muestras

Comparacion de Varias Muestras

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Entre grupos (312143 1 |312148 8,26 0.0166
Intra grupos 3780.36 10 |378.036
Total (Corr.)  [6901.84 1

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un components entre-grupos ¥ un componente dentro-de-grupes. La razon
F. que en este caso es igual a 8,25708, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prusba-F
es menor que 0,03, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 2 variables con un nivel del 95,0% de confianza. Para
determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Maltiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares |
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La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

X ___ Si se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones: (Solo en caso de rechazo)

09 de noviembre del 2020
Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez Fecha
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