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RESUMEN

La esquistosomiasis es una de las enfermedades parasitarias mas importantes en el mundo debido a
su gran impacto, pues cerca de 200,000 personas al afio mueren a causa de ella. Praziquantel (RS-
PZQ) es el ingrediente farmacéutico activo (IFA) de eleccién para el tratamiento de esta enfermedad,;
sin embargo, presenta baja solubilidad acuosa (0.4 mg/mL) comprometiendo su eficacia terapéutica.
Ademas, es comercializado como racemato, aun cuando se ha demostrado que es solo el enantiomero
“R” con actividad antiparasitaria, por lo que se administra en altas dosis (600 mg). Estudios previos
realizados dentro del grupo de investigacion permitieron la resolucion quiral de RS-PZQ mediante la
formacion de cocristales diastereoméricos con acido L-Malico obteniendo R-PZQ hemihidratado.
Asimismo, al evaluar la velocidad de disolucion intrinseca (VDI) se observd una mejora en la
solubilidad y disoluciéon de PZQ proveniente del cocristal R-PZQ:L-Mal con respecto a RS-PZQ vy al
hemihidrato de R-PZQ. Sin embargo el estado sobresaturado que se genera a partir del cocristal R-
PZQ:L-Méal se ve comprometido a los primeros minutos de la prueba de disolucion de polvos en medio
acuoso (HCI, pH 1.2), dada la precipitacion R-PZQ que en consecuencia afectara la absorcion del
IFA. Por tal maotivo, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de polimeros inhibidores de
la precipitacion (PIP) sobre los perfiles de disolucién del cocristal R-PZQ:L-Mal (estequiometria 1:1)
tanto en condiciones saturadas (disolucién de polvos) como no saturadas (aparato | USP) con la
finalidad de observar si se puede generar un aumento en la concentracién disuelta de PZQ
proveniente del cocristal R-PZQ:L-Mal. Para fines de comparacion se incluyeron en estos estudios el
RS-PZQ y el hemihidrato de R-PZQ. Se observé por medio de la técnica de disolucion de polvos en
condiciones saturadas que metilcelulosa (MC) e hidroxipropilcelulosa (HPC) predisueltos al 0.5 %
peso/volumen ejercen un efecto positivo al aumentar y prolongar la sobresaturacion generada por el
cocristal (1.9 y 1.5 veces mas para MC y HPC, respetivamente, en comparacion con R-PZQ sin
polimero). Las pruebas de disolucion en condiciones no saturadas, mostraron que los cocristales
diastereoméricos RS-PZQ:L-M&l y el cocristal R-PZQ:L-Mal aumentan significativamente la
concentracion disuelta de PZQ con respecto a los farmacos puros; sin embargo, al adicionar los
polimeros, estos no ejercieron un efecto sobre los perfiles de disolucién de dichos cocristales, pero si
sobre las fases de los farmacos puros. Se encontrd que al formular el hemihidrato de R-PZQ con HPC
por molienda mecéanica en un molino de perlas (10 min, 10 Hz) a una proporcion de 1:0.3 peso/peso
(farmaco:polimero) hay un aumento significativo en la concentracion de R-PZQ que excede al efecto
observado a partir del cocristal (16 veces mayor con respecto a RS-PZQ). Asimismo, la formulacion
por molienda del hemihidrato de R-PZQ con HPC 0.3 p/p exhibié un perfil de disolucién muy parecido
al obtenido por la formulacion comercial de RS-PZQ (CITICID®), lo que sugiere desarrollar una
formulacion sélida basada en este componente para reducir la dosis comercial y con esto disminuir

los efectos adversos asociados a RS-PZQ.



ABSTRACT

Schistosomiasis is one of the most important parasitic diseases in the world, since almost 200,000
people die from it. Praziquantel (RS-PZQ) is the active pharmaceutical ingredient (API) of choice
for treatment of this disease; however, it has low aqueous solubility (0.4 mg/mL) that compromises
the therapeutic efficacy. In addition, it is marketed as the racemate, even though it has been shown
that only the "R" enantiomer has antiparasitic activity (eutomer); because of this, PZQ must be
administered in high doses (600 mg). Previous studies of our research group enabled the chiral
resolution of RS-PZQ through the formation of diastereomeric cocrystals with L-Malic acid to give
R-PZQ hemihydrate. Evaluation of the intrinsic dissolution rate (IDR) showed an improvement for
cocrystal R-PZQ:L-Mal with respect to RS-PZQ and the hemihydrate of R-PZQ. However, the
supersaturation state generated from co-crystal R-PZQ:L-Mal is lost already in the initial phase of
the powder dissolution test, in agueous medium (HCI, pH 1.2), due to the precipitation R-PZQ,
which affects the absorption process. Because of this the objective of this study was to evaluate
the effect of polymers as precipitation inhibitors (PPIs) on the dissolution profiles of co-crystal R-
PzQ:L-Mal (1:1 stoichiometry) in both saturated (shake flask) and unsaturated conditions
(apparatus | USP) to observe if an increase in the dissolved concentration of R-PZQ can be
achieved. For comparison, the profiles of RS-PZQ and R-PZQ hemihydrate were also included in
the study. The powder dissolution tests in saturated conditions showed that methylcellulose (MC)
and hydroxypropylcellulose (HPC) which were pre-dissolved at 0.5% weight/volume, increased
and prolongated the supersaturation state generated by the co-crystal (1.9 and 1.5-fold for MC
and HPC, respectively, in comparison to R-PZQ without polymer). The dissolution tests under
unsaturated conditions, showed that the diastereomeric co-crystals RS-PZQ:L-Mal and co-crystal
R-PZQ:L-Mal significantly increase the percentage dissolved of PZQ with respect to the pure
drugs; however, when polymers were added to cocrystals, an effect on the dissolution profiles
was not observed. Nevertheless, the dissolution profiles of the pure phases of PZQ increased
significantly in the presence of polymers. It was found that R-PZQ hemihydrate formulated with
HPC by mechanical grinding in a bead mill (10 min, 10 Hz) at a ratio of 1:0.3 w/w (drug: polymer)
exhibits a significant increase in the concentration of R-PZQ that exceeds the effect observed from
the co-crystal (16 times greater in contrast to RS-PZQ). Likewise, it was found that the grinding
formulation of R-PZQ hemihydrate with HPC 0.3 w/w exhibited a dissolution profile very similar to
that obtained by the commercial formulation of RS-PZQ (CITICID®). This suggests developing a
solid formulation based on these components to reduce the commercial dose and with to decrease

the adverse effects associated with RS-PZQ.
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1. INTRODUCCION

Cerca del 60% de los farmacos en fase de investigacion y desarrollo (I&D) se encuentran dentro
de la clase Il del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica (SCB); estos son farmacos con alta
permeabilidad intestinal, pero baja solubilidad acuosa, pardmetros importantes que afectan
directamente en su absorcién y biodisponibilidad. Sin embargo, sélo el 30% de estos farmacos
clase Il son comercializados, lo que indica que una gran cantidad de ellos son abandonados en
fase de investigacion debido al problema de solubilidad que presentan. Es por ello por lo que la
mejora de esta propiedad es un gran desafio para los cientificos farmacéuticos, de tal manera
gue se han desarrollado una serie de estrategias que permiten mejorar la solubilidad acuosa,
como lo es la sintesis de profarmacos, la disminucién del tamafio de particula, el uso

ciclodextrinas, surfactantes y lipidos.

La modificacién del estado sélido, a través del desarrollo de cocristales ha generado gran interés
para los cientificos farmacéuticos ya que es una estrategia innovadora que permite modificar
propiedades fisicas como la solubilidad y velocidad de disolucion de un IFA sin necesidad de

formar o romper enlaces covalentes manteniendo el efecto terapéutico.

Praziquantel es un farmaco antiparasitario clase Il (SCB), dada su baja solubilidad acuosa y es
ampliamente utilizado para el tratamiento de infecciones causadas por cestodos y trematodos.
Gracias a su estructura quimica ha conllevado a la sintesis de cocristales con diferentes
coformadores; sin embargo, hasta el momento existen pocos antecedentes en relacion al
desarrollo de una formulaciéon con excipientes que permitan mantener la mejora de solubilidad
acuosa que demuestran los cocristales farmacéuticos es de especial interés en este proyecto el
desarrollo y estudio biofarmacéutico de una formulacién entre cocristales de Praziquantel y

polimeros hidrofilicos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 ESQUISTOSOMIASIS

La esquistosomiasis es una enfermedad parasitaria aguda y cronica causada por trematodos del
género Schistosoma, que afecta a mas de 200 millones de personas en todo el mundo de un total
de 783 millones en riesgo (en 74 paises en desarrollo). La principal poblacién afectada incluye
24 millones de nifios en edad preescolar y 65 millones de nifios en edad escolar. Es la segunda
enfermedad parasitaria de mayor prevalencia en nifios africanos (después de la Malaria).(1) Las
estimaciones mas recientes sobre la carga mundial de morbilidad revelan que de 1980 a 2016,
hubo un aproximado de 10 000 muertes por afo relacionadas con esta enfermedad.(2) Existen
dos formas principales de esquistosomiasis (intestinal y urogenital), causadas por las cinco
grandes especies enlistadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Especies de parasitos y distribucidon geografica de la esquistosomiasis.(3)

Esquistosoma Especies Distribucion geografica

Intestinal S. mansoni Africa, Medio Oriente, Caribe, Brasil, Surinam, Venezuela
S. japonicum China, Filipinas, Indonesia
S. mekongi Varios distritos de Camboya y la Republica Democratica

Popular Lao
S. intercalatum y su Bosque tropical de Africa central
____________________ congénere S.quineansis ...
Urogenital S. haematobium Africa, Medio Oriente, Cércega (Francia)

El tratamiento de esquistosomiasis consiste en administracion del farmaco Praziquantel a una
dosis de 20 mg/kg tres veces al dia en intervalos de 4-6 h o como una dosis Unica de 40 mg/kg
(dependiendo del parasito). Praziquantel es el farmaco mas eficaz para erradicar todas las

especies de Schistosoma.(1)

2.2 PRAZIQUANTEL

2.2.1 Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas

Praziquantel (RS-PZQ) es un derivado pirazino-isoquinolinico con actividad antiparasitaria, que

inicialmente se probo6 para uso veterinario (perros, gatos y caballos) y posteriormente para uso
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en humanos. Es eficaz frente a helmintos trematodos i.e. Clonorquis sinensis, Opistorchis
viverrini, Paragonimus westermani, P. hetrotremus, P. africanus, P. uterobilteralis, Fasciolopsis
buski, Heterophyes heterophyes, Metagonimus yokogawai y todas las especies de Schistosoma
y cestodos, i.e. Taenia Solium, T. Saginata, Diphyllobothrium latum, Hymenolepis hana, asi como
en la cisticercosis y neurocisticercosis causada por la migracién de T. solium.(4) Ademas de su
actividad antihelmintica, se ha observado en investigaciones preclinicas que PZQ podria
potenciar en gran medida el efecto inhibidor del paclitaxel (anticancerigeno) en el crecimiento de

diversas células tumorales, incluso las resistentes a paclitaxel.(5)

(@) N _11b
7, //H

R-Praziquantel S-Praziquantel

Espejo

Figura 1. Estructura molecular de los dos enantiomeros de Praziquantel, a la derecha S-Praziquantel que
es el enantibmero inactivo (distbmero) y a la izquierda enantiomero activo R-Praziquantel (eutdmero),
atomo de carbono asimétrico es identificado como 11b.

La etimologia del nombre del farmaco de acuerdo con sus componentes quimicos es: p(i)razi(na)
+ qu(inolina) + ant(h)el(mintico). Ya que contiene un centro quiral en la posicién 11b (Figura 1),
la preparacién y comercializacion actual de este IFA es una mezcla de partes iguales de
enantiomeros “R”y “S”, aun cuando estudios previos han demostrado que ambos enantiomeros
presentan la misma toxicidad es sélo el enantiomero “R” quien tiene la actividad antihelmintica
(eutémero), mientras que al enantiémero “S” se le atribuyen los efectos adversos (distémero) v,
ademas, es quien le proporciona el sabor amargo caracteristico de PZQ. Es por ello que
practicamente la mitad de la tableta actualmente comercializada resulta ser innecesaria.(6) El
grupo oxo en la posicion 4 del PZQ es esencial para la actividad antihelmintica y cualquier

modificacion en el esqueleto del anillo suprime su actividad.
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PZQ tiene como formula quimica Ci9H24N20>, el peso molecular es de 312.41 g/mol y se han
calculado experimentalmente dos valores de logP, uno de 2.42 y otro de 2.74, determinados por
los programas de los software ALOGPs y Molinspiration, respectivamente; dado que no tiene

grupos ionizables no tiene asociado ningun pKa.(7)

El PZQ es un polvo cristalino blanco o casi blanco de sabor amargo, higroscépico, hidréfobo,
estable en condiciones normales y funde con descomposicion a 136-140°C. Es facilmente soluble
en cloroformo y dimetilsulféxido, muy soluble en etanol y muy poco soluble en agua (0.4 mg/mL,
25°C).(8)

2.2.2 Farmacocinética

RS-PZQ es rapidamente absorbido por via oral (75-100%). Su presencia en sangre es detectable
a los 15 minutos posteriores a la administracién, y el tiempo necesario para alcanzar la
concentracion maxima plasmatica es de 1-2 h. La administracion concomitante de cloroquinay la
preadministracién de carbamazepina y fenitoina pueden reducir la biodisponibilidad de PZQ.
Caso contrario ocurre, cuando es coadministrado con cimetidina y alimentos ricos en
carbohidratos ya que estos pueden aumentar la biodisponibilidad de PZQ. Praziquantel cruza la
barrera hematoencefélica (10-20%) y alcanza en liquido cefalorraquideo el 25% de la
concentracion plasmética, porcentaje similar al encontrado en leche materna. Es metabolizado
por el higado y sus metabolitos mono y dihidroxilados (inactivos) se excretan en la orina (80%) y
las heces. Se ha demostrado que PZQ experimenta un metabolismo extenso de primer paso por
el citocromo P450; por lo tanto, la biodisponibilidad sistémica de PZQ es baja y variable a pesar
de que su absorcién gastrointestinal es casi completa. La vida media plasmatica generalmente
oscila entre 1 y 3 h. La eliminacién de mas del 80% del farmaco se completa después de 24 h.

Se excreta predominantemente en forma de metabolitos inactivos y como farmaco puro.(6,9)

2.2.3 Farmacodinamica

El mecanismo preciso de accion de RS-PZQ aln no se conoce bie; sin embargo, se ha visto que
destaca su especificidad por actuar contra los parasitos, aumentando la permeabilidad de
membranas de las células helminticas permitiendo el paso de iones monovalentes y divalentes,
principalmente Ca?". A concentraciones pequefias aumenta la actividad muscular, que termina
en contraccién y pardlisis espastica; con ello, el parasito pierde su capacidad de sostenerse en
las paredes del intestino o los vasos sanguineos. A concentraciones mayores, el RS-PZQ provoca
modificaciones en los tegumentos del parasito, en forma de vacuolizacién y vesiculacién,que

terminan por permitir la fagocitosis del mismo.(4,9)
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2.2.4 Efectos adversos y toxicidad

Son diversos los factores que influyen para que los efectos adversos de RS-PZQ se hagan
presentes, como pueden ser la dosis, la duracion del tratamiento, la especie de parasito, el grado
de infestacion, y la ubicacién del parasito dentro del cuerpo. No obstante, estos pueden ser mas
frecuentes y aumentados en pacientes con infestacion severa. Los efectos adversos mas
frecuentes incluyen malestar general, dolor de cabeza, mareo, dolor abdominal (con o sin
nauseas), diarrea, fiebre y urticaria. Sin embargo, estos desaparecen eventualmente al momento
de abandonar el tratamiento con RS-PZQ. Es bien tolerado en humanos y aparentemente no

presenta toxicidad a largo plazo.(10,11)

2.3 FARMACOS QUIRALES

Actualmente, mas del 56% de los medicamentos que se encuentran en el mercado son
ingredientes farmacéuticos activos (IFAs) quirales y cerca del 88% de estos se comercializan
como racemato; es decir son una mezcla 1:1 de los enantiomeros. Aunque enantiémeros tienen
la misma estructura quimica, es frecuente encontrar marcadas diferencias en las actividades
biol6gicas, principalmente farmacoldgicas, toxicoldgicas, farmacocinéticas y metabdlicas.(12) Es
por ello que gran parte de la investigacion quimico-farmacéutica se enfoca en realizar la
separacion de enantiomeros, de manera tal que se pueda tener el enantibmero que presente la

actividad farmacoldgica en forma pura.

La mayoria de las reacciones de sintesis organica de farmacos dan como resultado la formacion
de compuestos racémicos. Dado que los enantibmeros presentes en dichos compuestos tienen
propiedades fisicas y quimicas idénticas (como punto de fusién, punto de ebullicién, indice de
refraccion, reactividad y solubilidad, etc.), excepto por la direccion de la rotaciéon de la luz
polarizada, rara vez se pueden separar por métodos fisicos simples, como la cristalizacion

fraccionada o destilacion.(13)

Son diversas las metodologias utilizadas para la resolucién quiral de mezclas racémicas, dentro

de los principales métodos que se utilizan son los siguientes:
Sintesis Asimétrica

La sintesis asimétrica también se denomina sintesis estereoselectiva; este término se emplea

cuando se forma exclusivamente uno de los enantiomeros. La sintesis asimétrica de compuestos
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enantiopuros a partir de sustratos proquirales puede efectuarse utilizando auxiliares quirales
enantiopuros (o enantioenriquecidos) en cantidades equimolares.(14)(15) Esta metodologia ha
sido utilizada por Roszkowski et al. para obtener el enantiomero activo de PZQ, utilizando
feniletilamina, anhidrido ftalico y glicina, obteniendo una imina como sustrato proquiral que

posteriormente permitié obtener R-PZQ con un rendimiento del 56%.(16)
Resoluciéon por Cromatografia

En la cromatografia hay basicamente dos enfoques para la separacion de enantidmeros: el
enfoque directo e indirecto. En el enfoque directo, los enantiomeros se combinan con una fase
movil quiral (en cromatografia liquida) o interaccionan con una fase estacionaria quiral mediante
enlaces no covalentes (principalmente puentes de hidrégeno). Esto da como resultado
diasteredbmeros transitorios. La diferencia en la estabilidad termodindmica de los complejos
diastereoméricos conduce a una diferencia en el tiempo de retencidén durante el proceso
cromatogréfico lo que permite la separacion de los enantiomeros. En el enfoque indirecto, se
forman compuestos diastereoméricos antes del procedimiento de separacion. En estos
compuestos, los enantibmeros se unen de forma continua a un reactivo quiral. Los
diastereémeros de los dos enantidmeros tendran diferentes propiedades fisicas y quimicas y, por
lo tanto, generalmente se pueden separar por cromatografia utilizando una fase estacionaria no

quiral de rutina.(17)

Un ejemplo de la utilizacion de esta metodologia con enfoque directo para la resolucién de RS-
PZQ es la descrita por Ching et al quienes utilizaron una columna quiral (fase estacionaria) de
triacetato de celulosa microcristalina y metanol como eluyente (fase mévil) obteniendo R-PZQ en

un pureza 6ptica de 93.68%.(18)
Resolucion Quimica (cristalizacion via diastereémeros)

La resolucién gquimica consiste en la separacion de los enantiomeros de la mezcla racémica
mediante su conversién en una mezcla de diastereoisémeros (sales o cocristales). Estos tienen
al menos dos centros asimétricos. Para ello, la mezcla de enantibmeros (racemato) se hace
reaccionar con un compuesto quiral que recibe el nombre de agente de resolucién. Los
diastereoisdmeros no son imagenes especulares como en el caso de los enantibmeros; por ello
tienen propiedades fisicas diferentes y pueden separarse mediante destilacion, cristalizacion o
cromatografia. Una vez separados los diasteredmeros por cromatografia cualquiera de las
técnicas de separacion (destilacion, cristalizacion o cromatografia), se procede a la eliminacion

del agente de resolucion para obtener cada uno de los enantiémeros puros.(15) Algunos de los
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IFAs comercializados en formar enantiopura, que son obtenidos por formacién de diasterebmeros

son se enlistan en la Tabla 2.

Tabla 2. Farmacos comercializados de forma enantiopura, que fueron obtenidos por formacién de
diasterebmeros (sales).(15)

Farmaco Uso Agente de resolucion
Clopidogrel Evita accidentes cardiovasculares acido (-)-canforsulfénico
Paroxetina Tratamiento de depresion y ansiedad  acido (-)-di-p-toluoil-L-tartarico
Sertralina Tratamiento de depresion acido (R)-(-)-mandélico

Aunque la formacion de sales diastereoméricas es el método de resolucién quiral preferido a nivel
industrial, este se limita a los farmacos que no son ionizables o no se ionizan facilmente ya que
se lleva a cabo una reaccioén de tipo acido-base (quirales) con transferencia de protones. En este
sentido, la formacion de cocristales diastereoméricos adquiere interés quimico-farmacéutico; por
ejemplo Sanchez-Guadarrama et al. llevaron a cabo la resolucién quiral del racemato RS-PZQ
usando &cido L-Malico como agente de resolucion (estequiometria 1:1) formando los cocristales
diastereoméricos R-PZQ:L-Mal y S-PZQ:L-Méal (RS-PZQ:L-Mal). Estos cocristales poseen
diferentes puntos de fusion (153.6 °C y 126.8 °C, respectivamente) lo que permitié separarlos
mediante cristalizacién simple en acetato de etilo donde cristalizd rapidamente el cocristal menos
soluble (R-PZQ:L-MAl). Una vez obtenido el cocristal del enantibmero activo se eliminé el acido
L-Malico a través de tratamiento con agua, obteniendo el hemihidrato de R-PZQ con un exceso

enantiomérico del 99.3%.(19)

2.4 SISTEMA DE CLASIFICACION BIOFARMACEUTICO

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB), publicado por Gordon Amidon et al. en 1995,
acogido y adaptado inicialmente por la FDA, es difundido actualmente en todo el mundo. Se
define como un marco cientifico que permite clasificar un farmaco considerando su solubilidad
acuosa y su permeabilidad intestinal (Figura 2), factores estrechamente relacionados con el
proceso de absorcién cuando este es administrado por via oral. El SCB plantea como objetivo la
posibilidad de establecer correlaciones in vitro-in vivo que permitan sustituir los ensayos
realizados en humanos por ensayos de disolucion in vitro, de acuerdo con la clasificacion obtenida

para el farmaco.(20)
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Figura 2. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico.(21)

Un IFA se considera altamente soluble cuando la mayor concentracién a la que se administra es
soluble en 250 mL o menos de medio acuoso dentro del rango de pH de 1.0-6.8 a 37 + 0.5 °C.
Una sustancia farmacolégica se considera altamente permeable cuando se determina que la
biodisponibilidad sistémica o el grado de absorcién en humanos es de mayor o igual al 85 por
ciento de una dosis administrada en base a una determinacién del balance de masa o en

comparacion con una dosis de referencia intravenosa.(22)

2.5 SOLUBILIDAD

La solubilidad acuosa es un parametro de suma importancia para lograr la concentracion deseada
de un IFA en circulacion sistémica y tener la respuesta farmacolégica esperada. La solubilidad
termodindmica de un farmaco en un disolvente es la cantidad maxima de la forma cristalina mas
estable (soluto) que permanece en disolucion en un volumen dado del disolvente a una
temperatura y presion determinada que al llegar a la saturacién genera un equilibrio dinamico
entre el soluto disuelto y el soluto sdlido. Bajo ciertas condiciones, la solubilidad en equilibrio
puede excederse para dar una solucion sobresaturada, que es considerada como
metaestable.(23,24)

La baja solubilidad en agua es el principal problema en el desarrollo de nuevos farmacos ya que
cerca del 70% (Figura 3) de ellos se encuentran en fase de | & D y se consideran como
practicamente insolubles en agua; es por ello, que mas de la mitad tienen que ser abandonados

en esta fase debido a la baja solubilidad acuosa que estos presentan.
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Figura 3. Comparacion de porcentajes de IFAs comercializados (grafico derecho) e IFAs en fase de
investigacion y desarrollo (grafico izquierdo) de acuerdo con el Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica.(25)

Pardmetros que afectan la solubilizacién de farmacos.(24)

Soluto: naturaleza (sal, polimorfo, cocristal, etc.) forma, tamafio, area superficial, punto de
fusion, pKa, etc.

e Disolvente: polaridad, pH del medio y volumen de disolvente empleado.

e La naturaleza y la fuerza de las atracciones que se dan entre el soluto-disolvente
(interacciones intermoleculares).

e Temperaturay presion del entorno.

2.6 DISOLUCION

La disolucion de un IFA es un paso importante para que se lleve a cabo la absorcién del mismo
en el tracto gastrointestinal, por lo que la comprension del comportamiento de disolucion y
absorcion de IFAs con baja solubilidad acuosa es muy importante para formularlos de manera
adecuada y efectiva en productos farmacéuticos biodisponibles. La disolucion se define como un
proceso de dispersion/disociacion de un soluto en un disolvente, formando una dispersion a nivel
molecular, quimicamente y fisicamente homogénea, llamada disolucién. En contraste con la

solubilidad, cuando se habla de disolucion, se entiende que la velocidad a la que se lleva este
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proceso es una consideracion importante. Por lo tanto, la solubilidad es un punto final mientras

que la disolucién es un proceso.(26,27)

El objetivo principal de la prueba de disolucién se dirige hacia el control de calidad y el desarrollo
de un producto, con el fin de obtener y utilizar la informacion sobre la composicién y las variables
de manufactura (ejemplo fuerza de compresion, seleccion de excipientes y efecto del mezclado).
La caracterizacion de la disolucion de los diferentes IFAs en estado sélido es una funcién que no
depende Unicamente de las dimensiones de las particulas (tamafio, forma, area superficial) sino
también de propiedades micrométricas, tales como la distribucion de tamafio de particula, y
adicionalmente de factores como el angulo de contacto, la humectabilidad y las propiedades
fisicoquimicas que afectan el desempefio de la disolucién de los polvos.(28,29)

La capacidad de disolver la dosis terapéutica de un farmaco y seleccionar las técnicas de
solubilizaciéon son fundamentales para el desarrollo de un producto (preformulacién). Uno de los
principales factores que influye en el proceso de absorcion del farmaco es la solubilidad del IFA.
Mejoras en la solubilidad dan como resultado una mayor biodisponibilidad de los IFAs después
de la administracion por via oral.(30) Es por ello que la evaluacion biofarmacéutica tanto del
farmaco como de un nuevo producto (medicamento) es fundamental para poder comparar si

existe una mejora en la solubilidad del mismo dentro de una formulacion.

2.7 ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA BAJA SOLUBILIDAD ACUOSA DE LOS IFA

CLASE Il (SCB).

Existen diferentes estrategias farmacéuticas que permiten mejorar la solubilidad acuosa de IFAs
pertenecientes a la CLASE Il dentro del SCB (farmacos poco solubles en agua, con alta
permeabilidad intestinal). Segln la naturaleza de la modificacion, pueden ser clasificadas como
quimicas (ajuste de pH, disefio de un profarmaco) o fisicas.(31) También se pueden aplicar
conjuntamente (modificacion del estado sélido, disminucién del tamafio de particula,

ciclodextrinas).
2.7.1 Modificaciones Quimicas

Ajuste del pH. La absorciéon de un IFA depende en gran medida de la difusion, que varia con el
pH de las regiones individuales del tracto gastrointestinal, el pKa del farmaco y la permeabilidad.

Los IFAs poco solubles en agua que son ionizables (protonadas o desprotonadas) pueden
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potencialmente disolverse en agua aplicando un cambio de pH. Hay excipientes que ayudan a la
solubilizacion de un farmaco débilmente acido aumentando el pH dentro de una forma de
dosificacion (tableta o capsula) y hay excipientes que actlan como agentes acidificantes para

aumentar la solubilidad de farmacos débilmente basicos.(32)

Disefio de un profarmaco. Un profarmaco presenta una modificacion quimica de la estructura
del farmaco original y se puede definir como un medicamento inactivo o menos activo, de tal
modo que exhibe una mejora en las propiedades fisicoquimicas. Este debe tener la capacidad de

generar el farmaco original activo a través de una rapida biotransformacion.(33)

2.7.2 Modificaciones Fisicas

Disminucién en el tamafio de particula. La solubilidad de los farmacos esta intimamente
relacionada con el tamafio de particula de los mismos, una reduccién en el tamafio de particula
a escala micro- o nanométrica es, por lo tanto, uno de los métodos mas comunes para mejorar la
biodisponibilidad de farmacos en la industria farmacéutica. Las particulas de farmaco
micronizado, que son <10 pm, se pueden lograr mediante molienda convencional.(34) Mientras
que, las particulas nanocristalinas, que son menores a 1 ym, se pueden producir por precipitacion
quimica o por desintegracion utilizando homogenizacién a alta presion. La reduccion del tamafio
de particula puede dar como resultado un aumento en el area de superficie y una disminucion en
el espesor de la capa de difusion, que puede mejorar la velocidad de disolucion de un farmaco.
(35)

Complejos con ciclodextrinas. Las ciclodextrinas (CD) son una familia de oligosacéaridos
ciclicos que presentan una superficie hidrofilica y una cavidad central hidrofébica que de acuerdo
con el numero de mondmeros de sacaridos se clasifican en a, B 0 y. Las ciclodextrinas pueden
interactuar con las moléculas de farmaco del tamafio adecuado para producir un complejo de
inclusién con enlaces no covalentes, ofreciendo ventajas sobre el farmaco puro. Las CD se usan
principalmente para mejorar la solubilidad acuosa, la estabilidad fisicoquimica y la
biodisponibilidad de farmacos clase Il y IV del SCB.(36)

Tensoactivos y lipidos. Los lipidos son excipientes importantes en las formulaciones
autoemulsionantes, porque puede solubilizar cantidades significativas de farmaco con baja
solubilidad acuosa dependiendo de la naturaleza del triglicérido. Las propiedades
autoemulsionantes de una formulacion requieren la incorporacion de cantidades elevadas de
tensioactivo, ademas del vehiculo oleoso portador de farmaco. Los tensoactivos pueden mejorar

la afinidad entre los lipidos y la membrana intestinal o aumentar la permeabilidad de dicha
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membrana alternado la organizacién estructural de la bicapa lipidica lo que conlleva a una mejora
de la penetracion y, por lo tanto, la velocidad de disolucion del farmaco aumenta. Varios
compuestos que tienen propiedades tensioactivas pueden emplearse para el disefio de sistemas
autoemulsionantes, siendo los mas ampliamente recomendados los tensoactivos no idnicos con

valores relativamente altos de balance hidréfilo-lipofilo.(37)

Dispersiones sdlidas. La dispersion sélida (DS) se refiere a un grupo de mezclas sélidas de al
menos dos componentes diferentes, generalmente una matriz hidrofilica (cristalina o amorfa)
principalmente de origen polimérico y un farmaco con baja solubilidad acuosa.(38) Con la
formacion de DS se puede llevar a cabo una reduccion del tamafio de particula del farmaco, una
mayor humectacién o un cambio en el estado fisico del farmaco, mismo que puede estar disperso
molecularmente, o estar presente en forma de particulas amorfas o cristalinas, dependiendo en

gran medida de las interacciones farmaco-matriz, asi como del método de preparacion.(39)

Algunas de las modificaciones fisicas aplicadas para la mejora de la solubilidad de RS-PZQ se
enlistan en Tabla 3 siendo la formacién de DS la estrategia mas utilizada. Cabe sefalar que

ninguna ha sido aplicada para el enantibmero activo R-PZQ.

Tabla 3. Modificaciones fisicas utilizadas para mejorar la solubilidad acuosa de RS-PZQ.

Estrategia Excipiente(s) % Disuelto Referencia

Dispersiones solidas Gelucire (1:1) Q120min = 58 (40)
PEG 6000 (1:2) Q720min = 82 (41)
PEG 4000:P188 (1:3.75:1.25)  Q 4smin = 98 (42)
PVP (1:9) Qsoomin = 99 (43)

Complejos con

ciclodextrinas B-Ciclodextrina Q240min = 88 (44)
Compritol 888 ATO y acetato de

Nanoparticulas lipidicas butilo Q43z20min= 85 (45)

Es importante destacar que para todas estas estrategias se utilizé el racemato RS-PZQ.

Modificacién del estado solido. Al modificar el estado sélido de un IFA se influye en la fuerza
de las interacciones farmaco-farmaco, determinando su solubilidad y velocidad de disolucion.
Usualmente un alto desorden estructural en el solido conlleva a una disminucion en las
interacciones farmaco-farmaco y, por lo tanto, hay una mejora en la solubilidad. Esto ocurre en la

formacion de los sélidos amorfos.(31,46)
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La ingenieria de cristales ofrece una serie de rutas para realizar diferentes modificaciones de

IFAs incluyendo la formacion de polimorfos, sales, hidratos/solvatos y cocristales que, a diferencia

de los solidos amorfos, presentan un ordenamiento periddico de sus moléculas en el espacio
(Figura 4).

Estas modificaciones se pueden llevar a cabo teniendo un amplio conocimiento tanto de los

procesos de cristalizacién como de las propiedades fisicoquimicas de los IFAs. La ingenieria de

cristales se encarga de aplicar los conceptos de la quimica supramolecular al estado solido,

resaltando la idea de que los solidos cristalinos son manifestaciones de autoensambles de
moléculas.(47,48)

Sélido (IFA)
E=E=EEs
Mayor orden molecular I Menor orden molecular
Cristalino Amorfos

Monocomponente l Multicomponente ‘ ‘
I Iénico l No idnico '
Polimorfos | ]

‘ Sales . |
m Hidratos/Solvatos Cocristales
* i

¥ X
RRR st

Polimorfos

B, =rarmaco I\ =Farmaco con carga ! =Contraion () = Agua/Disolvente .~ = Coformador

Figura 4. Representacion esquematica de las diferentes formas del estado sélido de un IFA que se pueden
utilizar en diferentes formulaciones.(49)

a)

b)

Amorfos. Las formas amorfas se definen como materiales no cristalinos que poseen un
alto desorden de las moléculas, &tomos o iones en el sdélido. Estos son materiales
interesantes ya que pueden generar concentraciones de farmaco mucho mayores que sus
formas cristalinas (polimoérficas). Los amorfos en general se obtienen evitando la
formacion de una estructura cristalina o alterando un cristal ya existente.(46)

Polimorfos. ElI término polimorfismo refiere aquellos sistemas cristalinos

monocomponentes, en los cuales un IFA puede presentar arreglos estructurales
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c)

d)

diferentes. Sin embargo, cada uno de los arreglos consiste exactamente en la misma
composicion elemental del IFA. Esto puede incluir productos de solvatacion o hidratacion
(también conocidos como pseudopolimorfos). Dentro de las propiedades fisicoquimicas,
que se pueden modificar con la formacién de polimorfos destacan: la solubilidad, la
velocidad de disolucién, el punto de fusién y la estabilidad. La mayoria de los farmacos
exhiben polimorfismo estructural y es preferible desarrollar el polimorfo
termodindmicamente mas estable del farmaco para garantizar una biodisponibilidad
reproducible del producto durante su vida uatil en una variedad de condiciones de
almacenamiento. EI polimorfismo debe controlarse estrictamente y someterse a
procedimientos reguladores, ya que la forma cristalina puede tener un gran impacto en
la biodisponibilidad de un IFAy, en Ultima instancia, en su rendimiento terapéutico.(47,50)
Aungue hasta hace poco no se habian encontrado polimorfos de RS-PZQ, un estudio
realizado en 2018 report6 la formacién de un nuevo polimorfo de RS-PZQ por molienda
mecanica sin disolvente (20Hz, 4h) descrito como Forma B, el cual mostré una mejora en
la VDI (37 °C, pug-cm™2 min™?) siendo dos veces mayor para la Forma B, en comparacion
con RS-PZQ puro.(51)

Sales. Las sales son cristales moleculares multicomponente que se distinguen por la
transferencia de un protén entre un farmaco ionizable (acido o bésico) y un contraion. La
formacion de sal es el método mas comdn para aumentar la solubilidad acuosa y la
velocidad de disoluciébn de farmacos ionizables y, por lo tanto, para aumentar la
biodisponibilidad. En general, si la diferencia de pKa,entre ambas especies es mayor que
2, se puede formar un enlace iénico estable. Se estima que cerca del 50% de los farmacos
en el mercado son comercializados como sales, principalmente en forma de clorhidratos,
sulfatos, acetatos, etc.(52-54) Al ser aplicable esta técnica Unicamente para farmacos
ionizables, para PZQ no hay reportes sobre la formacién de sales al carecer de grupos
ionizables.

Hidratos o solvatos. El enfoque de la ingenieria cristalina también aplica para la formacién
de hidratos o solvatos que también pueden mejorar la solubilidad y la velocidad de
disolucién de IFAs clase Il. Durante el proceso de cristalizacién es posible que moléculas
del disolvente queden incluidas dentro de la red cristalina, dado que la molécula del
disolvente tiene atomos donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno que permite
formar enlaces intermoleculares con las moléculas del IFA. Si la molécula atrapada es
agua, el cristal resultante es un hidrato; si es incluido otro disolvente, se denomina

solvato. Es posible que los hidratos tengan una velocidad de disolucion mas rapida o mas
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lenta que la forma anhidra. En general, no es deseable usar solvatos para la
administracién de farmacos y productos farmacéuticos ya que la presencia de residuos
de disolventes organicos generar toxicidad. Ademas, hay limites especificos para
disolventes residuales en formulaciones. Por lo tanto, los hidratos son el tipo mas comun
de compuestos organicos solvatados.(47,55) Aun cuando se ha descrito que el racemato
de PZQ cristaliza en forma anhidra, en la tesis de Maestria de Delgado-Diaz, 2016 se
pudo obtener el racemato en forma hemihidratada a partir de la disoluciéon de cocristales
de RS-PZQ con los acidos succinico, glutarico y malénico en agua. Este hemihidrato
present6 una mejoria en la VDI que fue aproximadamente dos veces mayor que la de RS-
PZQ anhidro.(56,57)

e) Cocristales. Un cocristal es un concepto de la quimica supramolecular que esta ganando
gran interés entre los investigadores de las ciencias quimico-farmacéuticas y de
materiales, asi como de las agencias reguladoras de medicamentos, debido a su
capacidad para modificar las propiedades fisicoquimicas de los ingredientes
farmacéuticos activos. Los cocristales se definen como sélidos cristalinos homogéneos
gque contienen cantidades estequiométricas de dos o mas especies moleculares neutras
gque son sélidas en condiciones ambientales unidas por enlaces no covalentes, es decir
enlaces por puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones -,
etc.(27,58)

La alteracion en el acomodo y/o las interacciones intra e intermoleculares en el estado sélido de
los materiales cristalinos impacta directamente en las propiedades fisicas de los mismos (Tabla
4).
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Tabla 4. Propiedades fisicas que pueden diferir entre las formas cristalinas de un IFA.(59)

De empacamiento \/olumen molar y densidad, indice de refraccion, conductividad
eléctrica y térmica, higroscopicidad y color.

Termodinamicas | Temperatura de fusién y sublimacion, energia interna o
estructural, entalpia, entropia, energia libre y potencial
qguimico, capacidad calorifica, actividad termodinamica, presion
de vapor y solubilidad.

Quimicas Reactividad fotoquimica y quimica.

Espectroscopicas| Transiciones del estado electrénico (UV-Vis), vibracional (IR y
Raman) y del spin nuclear (RMN).

Cinéticas Velocidad de flujo y de reaccién en estado sélido, estabilidad.
De superficie Tension interfacial y habito cristalino.
Mecanicas Dureza, fuerza de tension, compactabilidad, flujo, mezclado y

manipulacién.

2.7.3 Cocristales Farmacéuticos

Los cocristales farmacéuticos pertenecen a una subclase de cocristales que surgen como una
alternativa para mejorar las caracteristicas fisicoquimicas de un IFA, incluida la solubilidad,
disolucion, biodisponibilidad y estabilidad de los compuestos farmacéuticos mientras se mantiene
su actividad terapéutica. Los cocristales farmacéuticos estan constituidos por al menos de un IFA
y un agente cocristalizante denominado coformador que usualmente es una molécula pequefia,
los cuales comparten la misma red cristalina en cantidades estequiométricas. Dentro de las
ventajas que presentan los cocristales destacan: su forma cristalina estable (en comparacién con
los amorfos), no requiere crear o romper enlaces (en comparacion con los profarmacos), y la
existencia de numerosas moléculas que pueden servir como coformadores (aditivos alimentarios,
conservadores, excipientes farmacéuticos e incluso IFAs), dando como resultado decenas incluso
cientos de cocristales con diferentes propiedades fisicoquimicas. Ademas, pueden obtenerse
utilizando tecnologia verde con sintesis de alto rendimiento, sin disolventes o subproductos

toxicos.(60,61) Para los cocristales farmacéuticos los coformadores no deben ser toxicos.

Para el disefio de un cocristal es fundamental un profundo conocimiento de los grupos funcionales
presentes en el IFA que se desea cocristalizar, de manera tal que se pueda seleccionar a los
candidatos a coformadores mas idoneos. En este disefio tiene un papel muy importante y

fundamental el concepto de sinton supramolecular, que se define como una unidad estructural
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entre supermoléculas que se pueden formar y/o ensamblar por el reconocimiento de
interacciones intermoleculares. De esta manera se pueden generar patrones de una, dos y tres
dimensiones. En general, existen dos tipos de sintones supramoleculares: homosintones, es decir
aguellas interacciones que se generan entre grupos funcionales idénticos y heterosintones donde
dicho reconocimiento se da entre grupos funcionales diferentes (Figura 5). Los sintones mas
comunes se forman entre 4cidos carboxilicos, amidas, carbohidratos, alcoholes y aminoéacidos.
Puesto que el analisis de las estructuras existentes es fundamental a la hora de establecer los
sintones mas frecuentes, y por tanto mas probables, una herramienta imprescindible en esta
blusqueda es la base de datos estructurales de Cambridge (CSD). La CSD permite realizar
andlisis estadisticos de los motivos en empaquetamientos cristalinos. Asimismo, proporciona
informacion empirica referente a los grupos funcionales y la forma en que interaccionan entre
ellos, es decir, informa sobre la composicién de los sintones supramoleculares. El grupo funcional
mas estudiado es el grupo carboxilico, que se encuentra presente en 30 de los 100 medicamentos
mas vendidos en EUA. (48,62—64)
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Figura 5. Principales sintones supramoleculares que se generan durante la formacién de cocristales.(63)

2.7.4 Métodos de preparacion de Cocristales

Los cocristales farmacéuticos se preparan principalmente por métodos en solucién y por métodos
en estado sélido. Los métodos en solucion consisten en mezclar cantidades equimolares del IFA
y del coformador en un disolvente adecuado, con la finalidad de que al evaporarse el disolvente
se obtengan los cocristales.
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Dentro de los métodos en solucidon mas utilizados se encuentran:

o Transformacion mediada por solucion (slurry): es un proceso simple que incluye la adicion

de un disolvente de cristalizacion a una mezcla de los componentes, es decir, el IFA junto
con el coformador preseleccionado, en cantidades estequiométricas. Al formarse una
suspension o pasta, esta se agita hasta que se completa la formacion del cocristal. Una vez
formado el cocristal, se filtra y se deja evaporar el disolvente para su posterior
caracterizacion. Un ejemplo claro de este método es el descrito por Carlos-Martinez para la
cocristalizaciéon de Tadalafilo utilizando el &cido D-Mélico como coformador y acetonitrilo
como disolvente en estequiometria 1:1 (farmaco:coformador) La pasta formada se agita
durante 1 hy se deja secar por 24 h, obteniéndose 1 g de cocristal.(49,65)

Evaporacion lenta de disolvente, cristalizacion. Esta técnica es la forma mas comun de
sintetizar cocristales. En este método, los componentes del cocristal o coformadores se
solubilizan en relacion estequiométrica en un disolvente. La solucion resultante se deja
evaporar lentamente. La solubilidad de ambos reactivos (IFA y coformador) en el disolvente
seleccionado juega un papel importante, ya que, si la solubilidad de ambos no es similar,
entonces aquel que presenta solubilidad mas baja tendrd una tendencia a precipitar. Esta
técnica funciona segun el principio de que, moléculas con grupos funcionales
complementarios forman enlaces de hidrégeno mas favorables que aquellos entre cada uno
de los componentes moleculares individuales entre si. En este caso, es probable que el
cocristal sea favorecido termodinamicamente. La principal desventaja de este método es que
requiere una gran cantidad de disolvente. Un ejemplo de esta técnica es la sintesis de
cocristales de Fexofenadina con acido tartarico (1:1). Ambos componentes se disuelven en
agua y la solucion se calienta lentamente hasta la evaporacion del disolvente, dando lugar a

la formacién del cocristal.(66,67)

Los métodos de preparacion de cocristales en estado solido consiste en la sintesis

mecanoquimica por molienda en un mortero o en un molino partiendo de cantidades equimolares

del IFA y del coformador. Los métodos mas comunmente utilizados son:

O

Molienda en seco. La molienda en estado sélido es un método de sintesis de cocristales
alternativo al proceso de cocristalizacion basado en solucién, ya que ofrece un aumento de
selectividad y simplicidad sobre la técnica de cristalizacién en solucién. La formacién de
cristales en estado solido se basa en la activacibn mecanica de los materiales mediante
procesos de molienda; debido a que este es un proceso altamente energético, la formacién

de cocristales mediante la comolienda de los reactivos (IFA y coformador) procede a través
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de la formacion de fases amorfas o desordenadas por los reactivos, aunado a una
disminucion en el tamafio de particula.(67,68) Un ejemplo de esta técnica es el utilizado para
cocristalizar cafeina con 4cido maléico y maldnico en estequiometria 2:1 para ambos casos,
llevandose a molienda en mortero durante 30 y 60 min, respectivamente.(69)

o Molienda asistida con disolvente. Esta estrategia es alternativa a la molienda en seco para
el desarrollo de cocristales. Consiste en triturar dos materiales diferentes (IFA y coformador)
en cantidades equimolares adicionando una pequefia cantidad de disolvente que actda como
catalizador. La molienda asistida con disolvente surge como una opcién para la preparacion
de polimorfos de cocristales al usar diferentes disolventes. Esta técnica no solo esta asociada
con la sintesis de cocristales, sino también con la sintesis de sales cristalinas

farmacéuticas.(70)

Adicionalmente a estas técnicas, mas recientemente se han descrito otras alternativas para el
desarrollo de cocristales tales como: la molienda asistida con polimeros donde al igual que en la
molienda asistida con gota de disolvente los polimeros actian como promotores de la formacion
de cocristales. Otros métodos que son conocidos por facilitar la formacién de cocristales incluyen

técnicas de ultrasonido, microfluidizacién y tecnologias de fluido supercritico.(71,72)
2.7.5 Caracterizaciéon de Cocristales

La caracterizacion de los cocristales es de suma importancia y teniendo en cuenta que son
sustancias de naturaleza cristalina, su caracterizacion no difiere de la que se realiza para
cualquier otro sélido farmacéutico (sales, polimorfos, solvatos e hidratos). Existen diferentes
métodos analiticos para su caracterizacion desde una simple determinacion del punto de fusion
hasta la determinacion completa de su estructura mediante la difraccion de rayos X de monaocristal
(DRXMC). Sin embargo, la obtencién de monocristales de buena calidad para una correcta
determinacion resulta ser todo un desafio. Otros métodos incluyen el analisis de la morfologia del
cristal por métodos microscopicos, el estudio de la transicién de fase por métodos térmicos (TGA-
DSCQC), y la caracterizacion del ambiente quimico con el uso de espectroscopia vibracional y RMN
en estado solido (63,67).

A continuacién, se describe brevemente el fundamento de la técnica empleada principalmente

en este proyecto.

Difraccién de rayos X. La difraccion de rayos X de polvos (DRXP) se usa comunmente como el
método inicial para la caracterizacion de nuevas fases solidas (NFS), comparando los patrones

de difraccion de rayos X entre todas las formas conocidas de la IFA y el coformador. Si por DRXP
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se encuentra una NFS, se procede a la caracterizacién adicional por otros métodos. Es importante
destacar que la mayoria de los IFAs solo pueden prepararse como polvos microcristalinos.
Patrones diferentes de DRXP corresponden a diferentes estructuras cristalinas; por ello son
considerados como "huellas dactilares" de fases cristalinas especificas tanto para IFAs

polimorficos, sales o cocristales.(73)

En una muestra cristalina (Figura 6), los atomos se encuentran agrupados de forma periddica y
ordenada, por lo que, al interactuar con radiacion de rayos X, estos son dispersados en todas
direcciones, produciendo fendmenos de interferencia, tanto constructivas como destructivas. La
mayor parte de las dispersiones son del tipo destructivo, canceldndose entre si, pero en
situaciones geométricas particulares, debido a la periodicidad de los &tomos, las ondas
dispersadas se encuentren en fase y se refuerzan entre si, dando origen al fenbmeno de
difraccién. El fundamento de esta técnica se basa en la incidencia de un haz de rayos X en la
superficie de un cristal en un angulo ©, donde una porcion del haz es difractada por la capa de
atomos de la superficie. La porcién no difractada del haz penetra a la segunda capa de atomos
donde, de nuevo, una fraccion es difractada, y la que queda pasa a la tercera capa, y asi
sucesivamente. La longitud de onda de la radiacion electromagnética en el rango de los rayos X
es cercana a la distancia interatomica de aproximadamente 10° m, equivalente a 1 A. La
difraccién (interferencia constructiva) ocurre solo a angulos que cumplen la ley de Bragg:
nA=2dsinf, donde n es un numero entero, A es longitud de onda de la radiacién usada, d es el
espacio perpendicular entre una serie de planos de la red cristalina y © es el angulo entre los
rayos X incidentes y el plano de reflexion. En angulos que no cumplen la ecuacién ocurre

interferencia destructiva. (29,74)
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Figura 6. Rayos X difractados por un cristal segin la ley de Bragg.(29)
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Para caracterizar completamente un IFA es importante establecer su estructura cristalina
mediante cristalografia de rayos X de monocristal, que es considerada como una herramienta de
suma utilidad para la investigacién de sélidos cristalinos. En el mejor de los casos con esta técnica
se puede realizar una determinacién completa de la estructura del sélido y del mismo modo

conocer las interacciones entre moléculas individuales dentro del sélido cristalino.(75)

2.8 SOBRESATURACION

La sobresaturacién de un IFA se define como una condicion en la que los farmacos se disuelven
en una solucidbn por razones cinéticas a una concentracidbn superior a su solubilidad
termodinamica. Al tener una solucién sobresaturada de un IFA en el lumen gastrointestinal
durante un tiempo suficiente para que el farmaco se absorba, se puede dar como resultado una
mejora en el flujo a través de la pared intestinal y, por ende, una mayor absorcién del mismo. El
fendmeno de sobresaturacion se describe con el enfoque resorte-paracaidas (Figura 7).(76,77)
El efecto “resorte” del sistema sobresaturado esta formado por la rapida disolucion de una forma
de alta energia del IFA como pueden ser los sélidos amorfos, las sales farmacéuticas, los
sistemas lipidicos y los cocristales farmacéuticos. Debido a que el estado de sobresaturacion es
una condicion termodinamicamente inestable, los IFAs en tal estado tienden a precipitar
(cristalizar) a la forma mas estable y, por lo tanto, la concentracion del farmaco disuelto disminuira
sin poder alcanzar concentraciones favorables para una buena absorcion. Para evitar este
fendmeno, se requiere del efecto “paracaidas” en el sistema, es decir, inhibir la precipitacion del
IFA en soluciones sobresaturadas. Este efecto se puede alcanzar por la adicion de otros
componentes (polimeros, tensoactivos y ciclodextrinas) a la formulacién que alteran la nucleacion
y/o el crecimiento de cristales y, por lo tanto, estabilizan el estado metaestable en el farmaco
sobresaturado. Para imitar dicho entorno, deben asegurarse condiciones sobresaturadas (no
sink) cuando se realizan pruebas de disolucién en la investigacion de la inhibiciébn de la
precipitaciéon del farmaco mediado por excipientes. En otras palabras, estos estudios (disolucion
de polvos) permiten evaluar el comportamiento de la precipitacion del farmaco después de la

liberacion del farmaco.(78)
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Figura 7. Esquema de los perfiles de disolucién de un IFA cristalino con baja solubilidad acuosa, 1) Una
forma cocristalina genera un efecto resorte y 2) el farmaco con excipiente estabilizante en solucion que
prolonga el estado de sobresaturacion (efecto resorte-paracaidas).(76)

El efecto del mantenimiento de la sobresaturacion (efecto paracaidas) por los componentes de la
formulacién que generalmente son polimeros inhibidores de la precipitacion (PIP), varia
ampliamente segun la estructura quimica del IFA, la estructura del polimero, asi como el medio
de disolucién empleado, lo que hace que el desarrollo de herramientas predictivas para un

proceso de seleccion de PIP farmacéutico racional y eficiente sea mas complejo.

Aunqgue los PIP han sido ampliamente estudiados en muchos otros sistemas (principalmente
amorfos), tales estudios son escasos para formulaciones basadas en cocristales. Recientemente,
se ha encontrado que la competencia de interacciones intermoleculares, principalmente por
puentes de hidrégeno, entre farmaco-coformador, farmaco-polimero y coformador-polimero son
los responsables de mantener la sobresaturacion mediante la inhibicibn de la precipitacion
(nucleacién y crecimiento cristalino) en un estado sobresaturado del cocristal en solucion con un
polimero predisuelto. Debe destacarse que al encontrarse los PIP predisueltos no solo pueden
funcionar como inhibidores para mantener el estado sobresaturado del farmaco original, sino que
también influyen en las propiedades de disolucion de los sistemas cocristalinos.(79) Cuanto

mayor sea el grado inicial de sobresaturacion, mas rapida sera la precipitacion. Se puede lograr
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la inhibicion de la precipitacion termodinamica del farmaco al reducir el grado de sobresaturacion,

o cinéticamente al inhibir o retardar la precipitacion del farmaco en sistemas sobresaturados.

Son varios los polimeros farmacéuticos que pueden generar y mantener un estado sobresaturado
de IFAs durante un periodo prolongado, donde se ha confirmado que estos inhiben cinética o
termodindmicamente la precipitacion por retardo de la nucleacion del farmaco y/o del crecimiento
de cristales e incluso cambian las propiedades en dependencia del medio de disolucién
empleado. (77) Los diferentes mecanismos de accion de los PIP sobre la inhibicion de la

precipitacion de IFAs en sistemas sobresaturados se enlistan en Tabla 5.

Tabla 5. Mecanismos de inhibicion de la precipitacion de los PIP. (77,80,81)

Mecanismo de inhibicion

de la precipitacion Excipientes Descripcidn
Solubilizacién Tensioactivos,  Reduccion del grado de saturaciéon por aumento de la
ciclodextrinas solubilidad aparente del IFA.
Interacciones hidrofébicas y  Polimeros Un aumento en la hidrofobicidad ademas de afectar la
rigidez del polimero nucleacion, inhibien y/o retrasa el crecimiento

cristalino, al formar una recubierta alrededor de los
cristales recién formados.

Peso molecular (PM) del Polimeros Se ha reportado que polimeros de mayor peso
polimero e impedimento molecular prolongan el estado sobresaturado en
estérico comparacion con los de menor PM.

Viscosidad del medio Polimeros Un aumento en la viscosidad local que rodea la

disolucion del IFA por polimeros de mayor PM
disminuye la velocidad de difusion del farmaco

Interacciones por puentes de Polimeros, Al aumentar el numero de sitios de interacciones por
hidrogeno tensioactivos puentes de hidrégeno aumenta la interaccion entre el
IFA y el excipiente por lo que retrasa la nucleacién y/o

el crecimiento cristalino.

Adsorcién del polimero ala  Polimeros, La adsorcion del excipiente a las interfaces de los

superficie cristalina tensioactivos nucleos cristalinos ralentiza el crecimiento de los
cristales.

Formacion de estructuras Polimeros Las regiones hidrdfilicas de los polimeros permiten que

nanoensamblada (coloides) agregados IFA-polimero permanezcan como coloides

estables en solucién acuosa.
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2.8.1 Cocristales de Praziquantel

Dentro del grupo de investigacién en 2013 Espinosa-Lara et al.(82) obtuvieron ocho cocristales
de RS-PZQ a diferentes estequiometrias utilizando acidos carboxilicos alifaticos saturados e
insaturados como coformadores (Tabla 6). En presencia de disolventes tales como acetona y
acetonitrilo, fueron la cristalizaciéon y molienda asistida con disolvente (liquid-assisted grinding,

LAG) las técnicas que permitieron la obtencion de las nuevas fases sélidas.(82)

Tabla 6. Coformadores utilizados para la sintesis de cocristales de RS-PZQ.(82)

Estequiometria Estequiometria
Coformador (RS-PZQ:coformador) | Cofermador (pg p7Qq:coformador)

Ac. Oxalico 1:1 Ac. Fumaérico 1:1
Ac. Malénico 1:1 Ac. Glutérico 1:1
Ac. Succinico 1:1 Ac. Adipico 1:1
Ac. Maléico 2:1 Ac. Pimélico 2:1

Posteriormente en 2015 Sanchez-Guadarrama et al., del mismo grupo de investigacion,
realizaron la resolucién quiral del racemato RS-PZQ mediante la sintesis de cocristales
diasteroisoméricos R-PZQ:L-Mal + S-PZQ:L-Mal (1:1) en acetato de etilo, utilizando como auxiliar
quiral el &cido L-Mélico. Se dio lugar a la resolucion quiral dada la diferencia de solubilidades que
presentaron estos cocristales en el disolvente, siendo el cocristal R-PZQ:L-Mal el méas estable vy,
por lo tanto, menos soluble precipitando rapidamente. Una vez obtenido el cocristal del
enantiomero activo, este se disocié en medio acuoso obteniendo el hemihidrato de R-PZQ (R-
PZQ-0.5H,0) (Figura 8).(19)
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Figura 8. Representacion esquematica de la resolucion quiral de RS-PZQ en presencia del coformador

R-PZQ:L-Mil R-PZQ
quiral acido L-Malico.(19)
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En una etapa consecutiva en 2017 Ruiz-Rodriguez, en su tesis de Maestria desarrolld la sintesis
de cocristales del enantidmero activo R-PZQ mediante molienda asistida con acetona, utilizando
los acidos: succinico, glutérico, adipico y pimélico como coformadores (Tabla 7).(83)

Tabla 7. Coformadores utilizados para la sintesis de cocristales del enantiomero activo de praziquantel (R)-
PZQ.(83)

Estequiometria
Coformador (R-PZQ:coformador)
Ac. Succinico 1:1
Ac. Glutarico 1:1
Ac. Adipico 1:1
Ac. Pimélico 2:1

2.9 EVALUACION BIOFARMACEUTICA DE COCRISTALES DE PZQ

La evaluacion biofarmacéutica de los cocristales RS-PZQ:AcSuc y RS-PZQ:AcGlu en medio
acuoso de HCI pH 1.2 realizado por Alejandra Delgado en 2016, mostré que estos cocristales son
inestables en agua por la rapida disociacion del cocristal, haciéndose presente la forma soélida
identificada como el hemihidrato de RS-PZQ (HCI pH 1,2).(56) Por ello, se inicié la busqueda de
polimeros inhibidores de la precipitacion (PIP) que pudieran aumentar y prolongar la
sobresaturacion generada por las fases cocristalinas, encontrandose que los polimeros
metilcelulosa (MC) e hidroxipropilcelulosa (HPC) tuvieron un aumento importante en la

concentracion de RS-PZQ (Figura 9).
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Figura 9. Perfiles de disolucion en condiciones saturadas de cocristales del racemato RS-PZQ a) RS-
PZQ:AcSucy b) RS-PZQ:AcGlu con y sin polimeros MC y HPC predisueltos en HCI pH 1.2 al 0.5 % p/v.(56)

Dentro de la investigacion reportada en su tesis de maestria Rodriguez-Ruiz(83) también realizd
una evaluacion biofarmacéutica de los cocristales, pero aplicada al enantiomero activo R-PZQ
utilizando como coformadores los acidos succinico y glutarico. Al predisolver los polimeros MC o
HPC al 0.5% p/v, se observé un efecto resorte-paracaidas similar al obtenido por Alejandra
Delgado con la adicion de los polimeros. En el caso del cocristal R-PZQ:AcSuc, la
sobresaturacion no se alcanzé a observar hasta que se preformuld con los polimeros derivados
de celulosas (Figura 10).
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Figura 10. Perfiles de disolucipn fen condiciones saturadas de cocristales del enantiémero activo R-PZQ
a) R-PZQ:AcSuc y b) R-PZQ:AcGlu con y sin polimeros (MC o HPC) predisueltos al 0.5 % p/v.(83)

Con base en los resultados obtenidos dentro del grupo de investigacion sobre la influencia que
tienen los polimeros MC y HPC frente a cocristales tanto del racemato como del enantibmero
activo de PZQ, surge el interés de también realizar la evaluacion biofarmacéutica del cocristal R-
PZQ:L-Mél. Ademas del aumento en la VDI, este cocristal se obtiene de forma directa en el
proceso de resolucion quiral de RS-PZQ, por lo que requiere menos pasos de reaccion, razén
que a nivel industrial significa costo y tiempo. La sintesis de los cocristales. R-PZQ:AcSuc y R-
PZQ:AcGlu requiere de dos pasos de reaccion adicionales (R-PZQ:L-Mal — R-PZQ-0.5H.0 —
R-PZQ:AcSuc/Glu).
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3. JUSTIFICACION

El desarrollo de cocristales ha adquirido gran auge en los Ultimos afios, debido a la mejora en las
propiedades fisicoguimicas de un farmaco como solubilidad y velocidad de disolucion, parametros
gue son de suma importancia para que los IFAs sean absorbidos, lleguen a circulacion sanguinea
y lleven a cabo su efecto terapéutico. Teniendo en cuenta que un alto porcentaje de farmacos se
encuentran en fase de investigacién y desarrollo clase Il del SCB (alta permeabilidad, baja
solubilidad), existe un compromiso de los cientificos farmacéuticos en el uso cocristales como

una forma sélida alternativa en los estudios de preformulacion.

Praziquantel es un farmaco clase Il (SCB) antihelmintico de amplio espectro, util para el
tratamiento de enfermedades causadas por céstodos y treméatodos. Dada su baja solubilidad
acuosa (0.4 mg/mL, 25°C), tiene como consecuencia una baja biodisponibilidad al administrarse
por via oral, limitando su efecto terapéutico aun cuando es administrado a dosis altas. Gracias a
su estructura quimica deficiente en grupos ionizables, dentro del grupo de investigacion de
guimica supramolecular se llevé a cabo la modificacion del estado sélido con la formacion de
cocristales farmacéuticos, utilizando como coformadores diferentes &cidos carboxilicos que
permitieron mejorar la solubilidad y velocidad de disoluciéon de PZQ. Recientemente, mediante
cocristalizacion, utilizando como coformador quiral el acido L-Malico, se pudo realizar la
resolucion racémica de la forma hemihidratada del enantibmero activo R-PZQ. Por otra parte, al
realizar la evaluacion biofarmacéutica de este cocristal resulté ser inestable en medio acuoso
(HCI, pH 1.2), debido a la rapida disociacion del cocristal haciéndose presente el hemihidrato de
R-PZQ. Por lo tanto, la mejora en la solubilidad que presenta este cocristal no es suficiente para
que se lleve a cabo una buena absorcién del mismo en el tracto gastrointestinal. Es por ello por
lo que la incorporacion de excipientes poliméricos que ayuden a mantener y/o aumentar el estado
de sobresaturacion de PZQ partiendo cocristal con acido L-Mdlico es de especial interés en este
proyecto. Adicionalmente, en este estudio se empleé una fase cocristalina que contiene

Unicamente el enantiémero biolégicamente activo (R-PZQ).
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4. HIPOTESIS

Una formulacion de los cocristales R-PZQ:L-Malico y RS-PZQ:L-Mal (R-PZQ:L-Mal + S-PZQ:L-
Mal) a base de polimeros hidrofilicos permitira mejorar la baja solubilidad acuosa de PZQ,
aumentando y prolongando la concentracion de PZQ disuelto en comparacién con el hemihidrato

del enantiomero activo R-PZQ y el racemato RS-PZQ.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de excipientes poliméricos sobre los perfiles de disolucién del sistema

cocristalino de Praziquantel con acido L-Malico

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar las siguientes fases de PZQ: hemihidrato de R-PZQ, mezcla de cocristales
diastereoméricos RS-PZQ:L-Mal (R-PZQ:L-Mal + S-PZQ:L-Mal) (1:1) y cocristal R-PZQ:L-
Mal (1:1)

¢ Optimizar las condiciones para la obtencién de cocristales diastereoméricos por la técnica
de molienda asistida con disolvente.

e Determinar la solubilidad aparente del cocristal R-PZQ:L-Mal en medio acuoso (HCI pH
1.2).

e Analizar la estabilidad de fase del cocristal R-PZQ:L-Mal con y sin polimeros hidrofilicos
predisueltos (MC o HPC).

e Realizar formulaciones solidas de los cocristales diastereoméricos de RS-PZQ con acido
L-Malico con polimeros MC o HPC a concentraciones 1:0.3 y 1:0.5 (farmaco:polimero).

e Evaluar los perfiles de disolucion de las formulaciones sélidas de la mezcla de cocristales
diastereoméricos RS-PZQ:L-Mal en HCI pH 1.2.

e Seleccionar la mejor formulacion y evaluar el perfil de disolucion con el sistema

cocristalino de R-PZQ y acido L-Malico.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 REACTIVOS

Todos los reactivos y disolventes se utilizaron tal cual se recibieron por parte del proveedor, es

decir no recibieron purificacién posterior.

Tabla 8. Reactivos utilizados en este proyecto con nombre de fabricante y pureza (si esta determinada)

Reactivos Fabricante Pureza (%)
RS-Praziquantel Sigma-Aldrich >98%
Acido L-Malico Sigma-Aldrich 99.5
Methocel® 60HG Sigma-Aldrich 28-30% base de metoxilo
Hidroxipropilcelulosa 80000 Sigma-Aldrich n/d
Acetato de Etilo J.T. Baker Grado reactivo
Acetona J.T. Baker Grado reactivo
Acetonitrilo J.T. Baker Grado reactivo
Agua bidestilada ELGA PURELAB Option-R 7 BP n/d
Agua desionizada ELGA PURELAB Option-R 7 BP n/d
Acido clorhidrico J.T. Baker 36.5%

n/d=no determinado

6.1.1 Coformador

Acido L-Malico. El &cido L-Malico se presenta como un polvo blanco, inodoro, de granulometria

variada. Es generalmente reconocido como seguro (GRAS), su estructura molecular se muestra

en la Figura 11 Se usa como adyuvante en numerosas aplicaciones alimentarias como regulador

de acidez. Dado que presenta grupos donadores y aceptores de puentes de hidrogeno ha

permitido la formacion de diversos cocristales con itraconazol, teofilina, cafeina y praziquantel por

mencionar algunos.(84) Se le asocian dos constantes de disociacion (pKa) pKai= 3.40y pKaz =

5.20, y presenta una solubilidad en agua de 55.8 g /100 mL (20 °C).

0 HO
-

Figura 11. Estructura molecular del &cido L-Malico, coformador utilizado para la sintesis del cocristal

utilizado en esta tesis.
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6.1.2 Polimeros

Metilcelulosa 60 HG (MC). Es un metil éter de celulosa que contiene grupos metoxi al 28-30%
Dado que la celulosa tiene 3 grupos hidroxilo por unidad de glucosa, se pueden sintetizar
metilcelulosas con diferente peso molecular que varian en su solubilidad y viscosidad. Los tipos
mas frecuentemente utilizados en farmacia contienen de 1 a 2 grupos metoxi por unidad de
glucosa. Se presenta como granulos blancos y fibrosos. Es insoluble en éter, alcohol o cloroformo;
soluble en &cido acético; se hincha en agua, produciendo una solucién coloidal viscosa, es
insoluble en agua caliente y en soluciones salinas saturadas. Se emplea como un sustituto
sintético de gomas naturales que tienen aplicaciones tanto farmacéuticas como terapéuticas. En
farmacia se usa como agente dispersante, espesante, emulsionante, cohesivo y de
revestimiento.(85,86) La metilcelulosa utilizada en este proyecto se comercializa como Methocel

60 HG® y ser& descrita como MC en el escrito (Figura 12a).

Hidroxipropilcelulosa 80000 (HPC). Es también conocida como éter hidroxipropilico de celulosa
0 hipromelosa, es un polvo fibroso casi blanco, inodoro e insipido que se ablanda a 130°C. Al
aumentar la temperatura, disminuye su viscosidad y viceversa. Es soluble en agua por debajo de
40°C e insoluble por encima de los 45°C y soluble en la mayoria de los disolventes organicos
polares. Tiene un amplio uso en farmacia destacando principalmente su funcién como
aglutinante, agente de granulacién y para la formacién de peliculas, recubierto de comprimidos.
(85,86) La hidroxipropilcelulosa utilizada en este proyecto fue la hidroxipropilcelulosa 80000 y

sera descrita como HPC en el escrito (Figura 12b).

a)

OR

Figura 12. Estructura molecular de polimeros utilizados en esta investigacién a) metilcelulosa 60 HG y b)
hidroxiproilcelulosa 80 000.

32|



6.2 INSTRUMENTOS

Nombre

Marca/Modelo

Balanza Analitica
Parrilla eléctrica, con agitacion magnética
Potenciometro
Destilador y desionizador de agua

Espectrofotémetro UV-Vis

Molino mezclador de bolas
Equipo personalizado Reaction Station
Difractémetro de rayos X de polvos 1
Difractébmetro de rayos X de polvos 2

Disolutor de canastillas

Ohaus/Adventurer
Thermo Scientific/Cimarec
Condutronic/pH 120
Elga Purelab/Option-R 7 BP
Agilent Technologies/Varian Cary 50
Retsch/MM400
J-KEM Scientific
Bruker/D8 Advanced
Bruker/D2 Phaser
Agilent Technologies/708-DS

6.3 MATERIAL

Nombre

Nombre

Agitadores magnéticos
Canula
Celda de cuarzo
Espatulas (diferentes tamafios)
Papel Filtro Whatman grado 3
Frascos de vidrio (250, 500 y 1000 mL)
Mantas eléctricas
Termometro de mercurio
Micropipetas (20, 200 y 1000 pL)
Papel encerado para pesar
Matraces volumétricos aforados (5, 10,
25 mL)

Pipeta graduada de 10 mL
Portafiltro Swinex
Probeta graduada de 500 mL
Puntas para micropipeta
Tamiz N° 50
Tubo condensador lineal de vidrio

Tubos de ensaye 50 mL

Vasos de precipitados (5, 10, 50, 250, 500 y 1000 mL)

Viales de vidrio con taparrosca (5 y 10 mL)

Viales de vidrio de 5mL
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6.4 METODOLOGIA

6.4.1 Diagrama general para el desarrollo experimental de esta tesis.

El siguiente diagrama resume las actividades realizadas en la parte experimental de esta

investigacion y a continuacion se describe con detalle cada uno.

Mezclas Solidas R-PZQ:1.-Mal
(MC 60 HG, HPC 80000) I R-PZQ0.5H.0
Molienda y agitador vortéx -

Disolucion Aparato 1 USP RS-PZQ:L-Mal

37°C 2 1, HCl pH 1.2, 100 rpm, n=3

Disolucion de Polvos
(MC 60 HG, HPC S0000)

25°C £ 1, HCl pH 1.2, 400 rpm, n=3 s ',
Difraccion de Rayos X de

Estabilidad de Fase Polvos (DRXP)

DRXP

6.4.2 Sintesis de materias primas

La sintesis del cocristal R-PZQ:L-Mél, la mezcla de cocristales diastereoméricos R-PZQ:L-Mal +
S-PZQ:L-Mal (RS-PZQ:L-Mal) asi como del RS-PZQ enantioméricamente puro en su forma
hemihidratada R-PZQ-0.5H,0, se llevaron a cabo de acuerdo con la metodologia descrita por
Sanchez O. et al.(19) Es importante resaltar que la mezcla de cocristales diastereoméricos R-
PzZQ:L-Mél y S-PZQ:L-Mal (RS-PZQ:L-Mal) se obtiene al reaccionar el racemato RS-PZQ con el
acido L-Malico.

Cocristal R-PZQ:L-Mal. En el caso del cocristal del enantibmero activo de PZQ con éacido L-
Malico, este se obtuvo mediante cristalizacién fraccionada en acetato de etilo. Para ello, se
pesaron 1000 mg de RS-PZQ y 429 mg de acido L-Malico (estequiometria 1:1), y se colocaron
en un matraz balon provisto de agitacion magnética y se adicionaron 25 mL de acetato de etilo.
La solucion se llevo a reflujo a ~90°C por un tiempo de 60 min (tiempo necesario para observar
la desaparicion de residuos sélidos en el medio de disolucién) y se apagé la reaccion. Al dejar
reposar por aproximadamente 12 h, se observé la formacion de cristales de R-PZQ:L-Mal en el

fondo del matraz, que fueron recuperados y pesados después de decantar el exceso de acetato
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de etilo. Para obtener cristales de una mayor pureza se realizaron dos recristalizaciones utilizando
el mismo disolvente (30 mL de AcOEt por cada 1000 mg de cocristal). Para la recristalizacion los
cristales se colocaron en un vaso de precipitado de 50 mL con agitacion magnética y se calent6
a 90°C hasta observar la completa disolucién de los cristales. Finalmente se dej6 reposar por 12

h para después decantar el acetato de etilo y recuperar el sélido del fondo del matraz.

R-PZQ-0.5H,0 (hemihidrato de R-PZQ). La obtencion del enantiomero activo de praziquantel se
llevo a cabo partir de la disociacion del cocristal R-PZQ:L-Mal. En un matraz Erlenmeyer provisto
de agitacion (30 min) se colocaron 200 mg del cocristal R-PZQ:L-Mal y 100 mL de agua.
Posteriormente el sélido obtenido se filtré al vacio mediante un matraz kitasato y un embudo de
porcelana y con papel filtro Whatman N.° 3 con. El sélido recuperado se dej6 secar a TA por 24
h. La obtencién del R-PZQ en su forma hemihidratada fue corroborada por DRXP al comparar los
patrones de difraccién del solido con los patrones del hemihidrato de R-PZQ calculado a partir de
los datos de DRXMC.

Cocristales diastereoméricos R-PZQ:L-Mal + S-PZQ:L-Mal (RS-PZQ:L-Mal). La preparacion
de esta mezcla de cocristales se llevo a cabo mediante molienda asistida con disolvente en un
molino de bolas. Para ello se pesaron las cantidades de 35y 15 mg (estequiometria 1:1) de RS-
PZQ y acido L-Malico, respectivamente, que fueron trasvasados al contenedor de 2 mL del molino
mecanico Retsch MM400. Tras la adiciéon de 10 yL de acetona, se colocé una esfera de acero
inoxidable de 7 mm de didmetro y se realiz6 la molienda mecéanica por 30 min a 25 Hz.
Posteriormente, los residuos de disolvente se dejaron evaporar a TA durante 1 h, y se recuperé

el sélido que se analiz6 por DRXP.

Optimizacién de las condiciones de sintesis de la mezcla de cocristales diastereoméricos

R-PZQ:L-Mal + S-PZQ:L-Mal por molienda mecanoquimica

Debido a que se requeririan mayores cantidades de los cocristales diastereoméricos para realizar
las formulaciones sélidas y realizar las pruebas de disolucion en el aparato | USP (canastillas),
se procedi6 a optimizar el tiempo y la frecuencia para la obtencién de los cocristales por molienda
asistida con acetona. A partir de las condiciones descritas en la bibliografia (25 Hz, 30 min),(19)
se procedi6 a disminuir el tiempo en intervalos de 5 min manteniendo la frecuencia (25 Hz) (Tabla
9a). Posteriormente se disminuyé la frecuencia, manteniendo constante el tiempo, en el cual se
obtuvo el producto en forma pura en la primera serie de experimentos (Tabla 9b). Finalmente, la

reaccion se escalé a 500 mg (por contenedor de molino) equivalente a 10 veces la cantidad de
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los reactivos, en las siguientes condiciones: molienda de 10 min a 25 Hz con 100uL de acetona.

Los sélidos obtenidos fueron analizados por DRXP.

Tabla 9. Variaciones del (a) tiempo (min) y (b) frecuencia (Hz) para la obtenciéon de los cocristales
diastereoméricos R-PZQ:L-Mal y S-PZQ:L-Mal por molienda asistida con acetona.

a) b)
Tiempo (min) | Frecuencia (Hz) Tiempo (min) | Frecuencia (Hz)
25 5
20
10 10
15 25 15
10 20
5

6.4.3 Caracterizacion fisica de fases sélidas

Los sdlidos obtenidos por los diferentes métodos de sintesis, asi como las materias primas se
caracterizacion por DRXP. La difraccion de rayos X de polvos fue realizada en dos difractometros:

1. Difractémetro Bruker D8-ADVANCE equipado con un detector LynxEye (Acukat = 1.5406
A, monocromador de germanio). El equipo fue operado a 40 kV y 40 mA, y los datos fueron
colectados a TA en un rango de 26 = 5-45° durante 20 min.

2. Difractometro Bruker D2 PHASER equipado con un detector LynxEye 1D Mode,

(Cu=1.54184) A. El ensayo se realiz6 en un intervalo de 26 = 5-45° durante 10 minutos.

Los datos obtenidos se graficaron mediante el software OriginPro 2016.(56,65,83)

6.4.4 Evaluacion Biofarmacéutica

Preparacion del medio de disolucion para las pruebas de disoluciéon en condiciones

saturadas y no saturadas.

El medio acuoso empleado tanto en los ensayos de disolucién de polvos como de disolucién en
el aparato 1 (canastillas) fue el descrito en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM) undécima edicién para el analisis de tabletas de PZQ, utilizando HCI pH 1.2 (0.1 N). Sin
embargo, no se adicion6 el lauril sulfato de sodio ya que se le atribuyen propiedades
solubilizantes(87) que podrian interferir en el objetivo de estudio del proyecto, que es evaluar el

efecto de polimeros.
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o El medio de disolucién se preparé al agregar 8.5 mL de acido clorhidrico (HCI, 36-38 %)
en 1 L de agua desionizada. Posteriormente se determiné el pH del medio con ayuda del
potenciémetro.

e Para la preparacion del medio con polimeros predisueltos al 0.5% peso/volumen (p/v) se
pesaron y adicionaron 5.00 g de polimero (MC o HPC) a 1 L del medio (HCI pH 1.2) y se

agitd hasta la desaparicion de residuos sélidos.
Curva de calibracién por UV-Vis.

Los ensayos espectrofotométricos para obtener la curva de cuantificacién de PZ se realizaron en
un equipo Varian Cary 50, empleando una celda de cuarzo con capacidad de 3 mL y un paso del
haz de luz de 1 cm. Las curvas de calibracion para cuantificar R-PZQ y el racemato RS-PZQ se
realizaron en u medio de HCI pH 1.2, utilizando la misma metodologia para el enantiomero y para
el racemato. Se prepard una solucion madre (200 ug/mL) de PZQ, al pesar 10 mg de RS-PZQ y
10.3 mg del hemihidrato de R-PZQ, respectivamente. La cantidad pesada se disolvié en 1 mL de
acetonitrilo en un vaso de precipitado de 5 mL con agitacién constante para asegurar su total
disolucién. Posteriormente esta solucién madre fue trasvasada a un matraz de 50 mL y se afor6
con medio acuoso de HCI pH 1.2. A partir de esta solucion concentrada se tomaron alicuotas que
se colocaron en matraces volumétricos de 10 mL, para establecer la curva de cuantificacion (ver

Tabla 10). Se abarcaron las siguientes concentraciones: 1, 2, 3, 5, 8, 11, 13y 16 pg/mL.

Tabla 10. Concentraciones de la curva de cuantificacion para RS-PZQ y R-PZQ en HCI pH 1.2

Volumen tomado de solucion madre Volumen final del aforo Concentracion final
(nL) (mL) (ng/mL)
50 10 1
100 10 2
150 10 3
250 10 5
400 10 8
550 10 11
650 10 13
800 10 16
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Pruebas de disolucion de polvos en condiciones saturadas (no sink)

Para realizar esta técnica se siguié la metodologia descrita por Delgado-Diaz en su tesis de

maestria. (56)

En un reactor J-KEM Scientific que mantiene agitacién y temperatura constantes: (Figura 13)

1) Se colocé un tubo de ensayo de 15 mL y se adicionaron 200 mg del hemihidrato

2)

3)

4)

5)

6)

de R-PZQ o0 R-PZQ:L-Mal.

Después, se agregaron 10 mL de HCI pH 1.2 o HCI pH 1.2 con polimero (MC o
HPC) predisuelto al 0.5 % p/v con agitacion constante (450 rpm) a 37 £ 0.5 °C.
Se tomaron muestras de 1 mL con una canulay jeringa de plastico de 3 mL a los
tiempos 1, 2, 3,4,5, 6,7, 8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 45, 60, 75
y 90 min con reposicion inmediata de medio (con o sin polimero predisuelto).
Cada muestra fue filtrada con porta filtro Swinnex y papel filtro Whatman No. 3.
Las muestras filtradas se colocaron en viales de 5 mL, de los cuales se tomaron
alicuotas de 100 pL.

Se colocaron en matraces aforados de 10 mL para su posterior diluciéon con el
medio acuoso a evaluar (con y sin polimero).

Finalmente, para determinar la cantidad de R-PZQ disuelto en cada muestra
aforada, se realiz6 su cuantificacién en un espectrofotometro UV-Vis a 217 nm de
longitud de onda. Previamente se verificd que los polimeros y los coformadores no
presentaran bandas de absorcion a la longitud de onda a la que absorbe PZQ
(datos no mostrados). El estudio se realiz6 por triplicado para cada experimento.

Los datos obtenidos se graficaron con el software OriginPro 2016.

Figura 13. Esquema general de la prueba de disolucién de polvos en condiciones saturadas (no sink).
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Pruebas de estabilidad de fase

Esta técnica nos permite detectar cambios en la estructura cristalina de los solidos que se
evaluaron en la prueba de disolucion de polvos, al comparar los difractogramas de los diferentes
sélidos recuperados después de las pruebas con los sélidos del hemihidrato de R-PZQ y R-
PZQ:L-Mal. Si ocurre la disociacion del cocristal, se puede determinar el tiempo (min) en que esto
sucede, es decir, se puede analizar la estabilidad de fase del cocristal en presencia de los
diferentes medios utilizados con y sin polimeros predisuelto. Unicamente se analizaron los polvos

recuperados de una de las pruebas en la disolucion de polvos que se realizaron por triplicado.
Formulaciones sélidas

Basandose en los perfiles de las pruebas de disolucién de polvos en condiciones saturadas, se
observé que ambos polimeros MC y HPC tuvieron un efecto significativo en el aumento y la
prolongacioén de la sobresaturacion de R-PZQ que fue inducida por el cocristal R-PZQ:L-Mal. Por
ello, se decidi6 ampliar el estudio con la incorporacion de estos polimeros como excipientes
solidos. Para esta etapa se comenzé a trabajar con el racemato de Praziquantel y su forma
cocristalina con el acido L-Malico, con el fin de reducir el tiempo de estudio y ahorrar materias
primas. Una vez establecidas las condiciones de con mejor efecto sobre los perfiles de disolucion
de (RS)-PZQ proveniente de la fase cocristalina, se utilizé el enantiomero hemihidratado de R-

PZQ para un estudio complementario.

Para realizar las formulaciones en estado sélido, se emple6 la molienda en un molino Retsch
MM400 que generalmente es una operacion unitaria usada para mezclar los componentes de
formas de dosificacion oral (tabletas); ademas esta permite disminuir el tamafio de particula y por

consiguiente tener un impacto positivo en la cantidad de farmaco disuelto.(88)

Se llevaron a cabo moliendas del cocristal R-PZQ:L-Mal evaluando dos tiempos de molienda (10
y 30 min) y dos frecuencias (10 y 25 Hz) (Tabla 11).

Tabla 11.Condiciones de molienda realizadas para el cocristal R-PZQ:L-Mal

Tiempo (min) Frecuencia (Hz)
10 10
10 25
30 10
30 25
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Para observar el impacto de la diferentes condiciones de molienda sobre el tamafio de particula
del cocristal R-PZQ:L-Mal, los sélidos obtenidos se analizaron en un microscopio éptico Leica
con aumento (objetivo) de 10x. Aproximadamente 1 mg del sélido obtenido a partir de las
moliendas correspondientes se colocé en una camara Neubauer después de agregar una gota
de glicerina para mantener dispersas las particulas y, finalmente se tomaron fotografias de las
muestras.Para las pruebas de disolucion en el aparato | USP (canastillas) se llevaron a cabo
formulaciones de cocristales:polimero (HPC o MC) a proporcion de 1:0.3 y 1:0.5 p/p
(farmaco:polimero) por molienda mecanica (10 min, 10 Hz). A manera de control algunas

formulaciones se realizaron sin la aplicacién de fuerza mecanica en un agitador vortex (2 min).

Para las formulaciones en agitador vértex, los componentes (cocristales diastereoméricos y
polimero) se trituraron previamente durante 1 min (por separado) en un mortero de 4gata y se
tamizaron con un tamiz W. S. TYLER N° 50 con apertura de poro de 300 yum para homogenizar
el tamafio de particula. Los cocristales diastereoméricos RS-PZQ:L-Mal, el cocristal R-PZQ:L-Mal
y el hemihidrato de R-PZQ fueron tamizados posterior a su obtencién. El sélido RS-PZQ que se
utilizé como referencia en la prueba de disolucién en condiciones no saturadas se toma tal cual

venia en el frasco, es decir, sin tratamiento posterior.

Las cantidades utilizadas para las formulaciones del racemato, mezcla de cocristales y

enantiémero activo y su fase cocristalina con MC o HPC se enlistan en las Tabla 12 y 13.

Tabla 12. Mezclas realizadas para evaluar los perfiles de disolucion en el aparato | USP (canastillas) para
RS-PZQ y la mezcla de cocristales diastereoméricos RS-PZQ:L-Mal.

Formulacién Componentes (mg) Tipo de mezclado

p/p RS-PZQ  L-Mal MC HPC

F1 400.0 - - - -
F2 307.7 - 923 - Voértex
F3 307.7 - - 92.3 Vortex
F4 307.7 - 923 - Molienda
F5 307.7 - - 92.3 Molienda
F6 279.9 120.1 - - -
F7 207.3 89.1 103.6 - Molienda
F8 207.3 89.1 - 103.6 Molienda
F9 231.2 994 694 - Molienda
F10 231.2 99.4 - 69.4 Molienda
F11 231.2 99.4 694 - Vortex
F12 231.2 99.4 - 69.4 Vortex
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El RS-PZQ con éacido L-Malico en las formulaciones se refiere a la mezcla de cocristales
diastereomeéricos RS-PZQ:L-Mal (F6-F12).

Tabla 13. Mezclas realizadas para evaluar los perfiles de disolucion en el aparato | USP (canastillas) para
R-PZQ y su fase cocristalina con acido L-Malico.

Formulacion _Componentes (mg) Troe oo ek
p/p (R)-PZQ L-Mal HPC
F13 400.0 - - -
F14 309.3 - 907 Molienda
F15 279.9 120.1 - -
F16 2312 994 69.4 Molienda

El R-PZQ con acido L-Malico en las formulaciones se refiere al cocristal R-PZQ:L-Mal (F15 y
F16).

Pruebas de disolucion de formulaciones sélidas en condiciones no saturadas (sink)

Una vez obtenidas las mezclas sélidas de los cocristales diastereoméricos con polimeros HPC o
MC se llevaron a cabo las pruebas de disolucion en el aparato | (canastillas) de la USP (Figura
14), tanto del RS-PZQ, el hemihidrato de R-PZQ y de los cocristales correspondientes con y sin
polimeros premezclados. Se pesaron 100 mg (por triplicado) correspondientes a RS-PZQ o R-
PZQ segun sea el caso, se colocaron en tres canastillas que posteriormente se llevaron a
disolucion en 500 mL de medio acuoso previamente desgasificado (HCI pH 1.2) a 37 °C £ 0.5 con
agitacion de 100 rpm. Durante 2 h, se tomaron alicuotas de 4 mL con ayuda de una jeringa de 5
mL de capacidad, a los 2, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 y 120 min. Si era necesario, estas alicuotas
se diluian para tener absorbancias dentro de la curva de cuantificaciébn y posteriormente se
leyeron en u n espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda de A=217 nm. Hay que resaltar
gue la cantidad del medio de disolucion empleado asi como la agitacion se encuentran dentro de
las recomendaciones generales para pruebas de disoluciéon de formas de dosificacién oral de

liberacion inmediata en la Guia para la Industria.(89)
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Figura 14. Aparato | (canastillas) USP utilizado para las pruebas de disoluciéon de las formulaciones
realizadas en condiciones no saturadas (sink).

6.4.5 Andlisis Estadistico para los perfiles de disolucion

El analisis estadistico de las areas bajo la curva (ABC) de los perfiles de disolucion en condiciones
saturadas (no sink) y no saturadas (sink), se realizé mediante el andlisis de varianza de una via
(ANOVA) con un intervalo de confianza del 95% (p<0.05); se emple6 una prueba post hoc (Tukey)
para determinar las diferencias entre las medias de las variables con el programa
STATGRAPHICS Centurion los resultados del analisis estadistico se agrupan en los Anexos 8-
11. Las ABC fueron calculadas con el programa OriginPro 2016.

La comparacion de los perfiles de disolucién se realiz6 al aplicar el enfoque de modelo
independiente (factor de similitud f2 y factor de diferencia f1) calculado en Microsoft Excel 2016
Anexos 12y 13.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 CARACTERIZACION DE MATERIAS PRIMAS

En primera instancia se realizo la caracterizacion por DRXP de los sélidos que permitirian la

sintesis de lo que se identifica como materia prima en este proyecto.
Cocristal R-PZQ:L-Mal

En los difractogramas obtenidos se observa la similitud en los patrones de difraccién del cocristal
R-PZQ:L-Mal obtenido (Figura 15¢) y el calculado por el programa MERCURY (Figura 15d) con
base en los datos extraidos de los archivos cristalograficos de la base de datos de Cambridge
(CSD) que simulan el patron de DRXP a partir de los datos de difraccién de rayos X de
monaocristal, que sirve de referencia. Estos patrones a su vez, son distintos de los patrones de
difraccion RS-PZQ y &cido L-Malico (Figura 15a y Figura 15b respectivamente), corroborando

que existe la formacion del cocristal R-PZQ:L-Mal para picos representativos ver Tabla 14a.

5 10 15 20 25 30 35 40 45
20

Figura 15. Difractogramas de a) RS-Praziquantel, b) acido L-Malico, c) cocristal R-PZQ:L-Mal experimental
y d) cocristal R-PZQ:L-Mal calculado. La linea punteada (rosa) identifica los picos correspondientes al

cocristal R-PZQ:L-Mal calculado.
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Hemihidrato de R-PZQ (R-PZQ-0.5H,0)

Para corroborar que se procedié adecuadamente la metodologia descrita para la obtencién del
enantiomero activo R-PZQ-0.5H.0, se realizé su caracterizacion fisica por DRXP, comparando
los patrones de difraccion del compuesto con el cocristal R-PZQ:L-Mal (Figura 16), como material
de partida, y el patron del hemihidrato de R-PZQ calculado a partir de los datos de DRXMC
reportados por Sdnchez-Guadarrama et al.,(Figura 16c), observando que los picos del patron
calculado y el experimental del hemihidrato de R-PZQ coinciden en su totalidad y que estos
difieren del patrén del cocristal R-PZQ:L-Mal (para picos caracteristicos del hemihidrato de R-
PZQ, ver Tabla 14b).

] b
u ‘Jhuf (b)
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Figura 16. Difractogramas de a) R-PZQ:L-Mal (material de partida), b) hemihidrato de R-PZQ experimental
y ¢) hemihidrato de R-PZQ calculado. La linea punteada de color azul identifica los picos correspondientes
al hemihidrato de R-PZQ calculado.

Cocristales diastereoméricos de R-PZQ:L-Mal + S-PZQ:L-Mal (RS-PZQ:L-Mal)

Con el fin de optimizar tiempo y materia prima, ya que practicamente se desecha la mitad de RS-
PZQ cuando se utiliza el hemihidrato de R-PZQ, en la segunda etapa de la tesis (pformulacion
sélida) se decidi6 trabajar con el racemato RS-PZQ y los cocristales diastereoméricos (RS-

PZQ:L-Mdl). En este caso, la técnica de cocristalizacion utilizada fue la molienda mecéanica
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asistida por disolvente (30 min, 25 Hz) utilizando acetona como disolvente; no obstante, cabe
sefalar que al hacer reaccionar el racemato de praziquantel con el acido L-Malico se obtiene la
mezcla de cocristales diastereoméricos R-PZQ:L-Mal y S-PZQ:L-Mal (RS-PZQ:L-Mal); por lo
tanto, el patrén de difraccibn de rayos X es una suma de picos de ambos cocristales. La
caracterizacién de las fases cocristalinas se realiz6 por DRXP, obteniendo los siguientes

difractogramas (Figura 17):

(d)

W, " A
A mmmsmnd AN NI i

(©

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Figura 17. Difractogramas de a) RS-PZQ, b) acido L-Malico, c¢) Mezcla de cocristales diastereoméricos R-
PZQ:L-Mal + S-PZQ:L-Mal experimental y d) Mezcla de cocristales diastereoméricos R-PZQ:L-Mal + S-
PZQ:L-Mal calculado. La linea punteada de color verde identifica los picos correspondientes a los
cocristales diastereoméricos de RS-PZQ calculados.

Al comparar el patrén de difracciéon del sélido resultante de la molienda (Figura 17c¢), este difiere
de los picos caracteristicos de las materias primas RS-PZQ y &cido L-Malico (Figura 17ay Figura
17b, respectivamente) y coincide con los picos del patron de difraccidn calculado en el software

MERCURY para la mezcla de cocristales diastereoméricos (Figura 17d).
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Tabla 14. Picos caracteristicos identificados en los patrones de DRXP a) cocristal R-PZQ:L-Mal, b) (R)-
PZQ hemihidrato y ¢) mezcla de cocristales diastereoméricos R-PZQ:L-Mal + S-PZQ:L-Mal.

a) b) c)
20 Intensidad 20 Intensidad 20 Intensidad
Relativa Relativa Relativa
7.1 0.3 7.1 0.1 6.9 0.6
9.1 0.3 8.4 0.3 7.1 0.4
13.9 0.8 15.1 1.0 9.1 0.6
17.1 0.7 15.6 0.1 13.8 0.7
19.7 1.0 16.6 0.1 17.1 0.5
21.0 0.5 17.3 0.5 18.0 0.6
22.3 0.2 18.0 0.3 19.7 0.5
23.0 0.8 18.2 0.2 20.5 1.0
23.9 0.1 19.1 0.1 20.6 0.6
24.3 0.2 19.6 0.3 21.0 0.4
25.1 0.3 21.9 0.8 22.3 0.3
25.6 0.1 24.3 0.7 23.0 0.6
27.5 0.1 27.4 0.2 25.1 0.2
27.9 0.1 e 25.6 0.2
29.4 0.2 27.5 0.1
35.1 0.1 27.9 0.1
""""""""""" 29.9 0.1
36.8 0.1

7.1.1 Optimizacién y escalamiento de los cocristales RS-PZQ:L-Mal (mezcla

diastereomérica) por molienda asistida con acetona

En un inicio las condiciones estandar de molienda para la obtencion de los cocristales por
molienda asistida con acetona era una frecuencia de 25 Hz y un tiempo de 30 min; sin embargo,
cuando se monitoreo la formacién de los cocristales al modificar el tiempo de molienda (25, 20,
15, 10, 5 min) a la frecuencia de 25 Hz (Figura 18a) se observé en la comparacion con el patron
de difraccion calculado para los cocristales, que este se conservé sin presencia de picos
caracteristicos de materias primas hasta el minuto 10. En el minuto 5 se observaron picos
caracteristicos tanto de acido L-Malico como de RS-PZQ (materias primas). Cuando se modificd
la frecuencia (20, 15, 10 y 5 Hz) y se mantuvo constante el tiempo de reaccion (10 min) (Figura
18b), se pudo apreciar que desde los 5 Hz ya habia picos caracteristicos del cocristal; no
obstante, también se observaron picos caracteristicos de materias primas en todos los casos. De
tal manera se pudo establecer que un tiempo de 10 min y una frecuencia de 25 Hz eran los

parametros Optimos para la obtencién de los cocristales diastereoméricos (RS-PZQ:L-Mal).
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Figura 18. Difractogramas para los solidos obtenidos de la reaccion RS-PZQ + L:Mal (1:1) modificando a)
el tiempo de la reaccién manteniendo la frecuencia en 25 Hz y b) modificando la frecuencia y mantenido el
tiempo en 10 min. Para fines de comparacién, también se incluyen los patrones de las materias primas y
el calculado para mezcla de cocristales diastereoméricos (RS-PZQ:L-Mal).

Es necesario resaltar que las pruebas antes mencionadas se realizaron en lotes de 50 mg (por

contenedor de molino). Con el fin de escalar la reaccion, también se realizaron reacciones de

molienda con un total de 500 mg con 50 pyL de acetona (por contendor) para obtener 1 g de

cocristales. Se observo que en el sélido resultante se mantuvieron los picos caracteristicos de los

cocristales diastereoméricos en comparacion con los patrones de difraccion de la mezcla de

cocristales calculado (Figura 19).
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Figura 19. Difractogramas calculados y experimentales de los cocristales diastereoméricos RS-PZQ:L-Mal
obtenidos por molienda asistida con acetona (10 min, 25 Hz) a) calculado b) obtenido a 50 mg y ¢)
escalamiento a 500 g. Lineas punteadas de color verde identifican picos caracteristicos del difractograma
calculado para los cocristales diastereoméricos.

7.1.2 Estudios de disolucion de polvos

Una vez sintetizadas las materias primas, se llevd a cabo la evaluacién biofarmacéutica en
condiciones sobresaturadas (no sink) del hemihidrato de R-PZQ y su fase cocristalina R-PZQ:L-

Mal en medio de HCI pH1.2 con y sin adicién de polimero (MC o HPC) predisuelto.

Curva de cuantificacion para R-PZQ y RS-PZQ

La cuantificacién de PZQ se realizé mediante la técnica de UV-visible usando como base la
metodologia empleada por Delgado-Diaz.(56) Se realiz6 la evaluacion de cuatro parametros de
validacién de interés de acuerdo con la Guia de Validacion de Métodos Analiticos del Colegio
Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, la cual establece que debe prepararse una curva,
por duplicado, al menos con 5 puntos de concentracion, sin incluir el punto cero, en las cuales se
incluye la Linealidad del Sistema, la Precision del Método (Tolerancia interdia), el Limite de
Deteccion (LD) y el Limite de Cuantificacion (LD) (Tabla 15).
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El limite de deteccion (LD) se define como la minima concentracién del analito detectable por el
método (Ecuacion 1).
DE b

LD =33 —
m

Ecuacion 1

El limite de cuantificacion (LQ), también denominado limite de determinacion es la mas pequefia
concentracion del analito que puede ser determinada con niveles de exactitud y precision
aceptables (Ecuacién 2).

DE b
LQ =10 — Ecuacion 2
m

Tabla 15. Parametros de validacion evaluados en la curva de cuantificacién para R-PZQ y RS-PZQ

Curva de Tolerancia
Calibracién Intercepto  Pediente R2 LD (mg/mL) LQ (mg/mL) Interdia
R-PZQ Dia 1 0.0065 49.025931 0.9949 0.001204 0.003650 Cumple
R-PZQ Dia 2 0.0059 47.569112 0.9937 0.001391 0.004217
RS-PZQ Dia 1 0.0144 48.702688 0.9936 0.001405 0.004528 Cumple
RS-PZQDia2 0.0152 49.702086 0.9904 0.001721 0.005215

Se realizaron por triplicado dos curvas de calibracién para la cuantificacion de RS-PZQ y R-PZQ
en dos dias diferentes para observar su reproducibilidad (tolerancia interdia). De acuerdo con los
resultados obtenidos, la respuesta del analito es directamente proporcional a la concentracion
obtenida (Linealidad del Sistema), puesto que las curvas de calibracién de R-PZQ y RS-PZQ
obtuvieron un coeficiente de correlacion R? = 0.98000, tal como se muestra en las Figura 20y 21,

respectivamente.
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Figura 20. Representacion grafica de la linealidad del sistema a partir de las curvas de cuantificacion de

R-PZQ en HCI pH 1.2
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Figura 21. Representacion gréfica de la linealidad del sistema a partir de las curvas de
cuantificacion de RS-PZQ en HCI pH 1.2
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La tolerancia interdia de las curvas de calibracién generd un coeficiente de variacién CV < 3.00
%, lo cual demuestra la reproducibilidad de las curvas de calibracion tanto para R-PZQ como para
RS-PZQ. De acuerdo con los resultados obtenidos de las curvas de calibracién del enantiomero
R-PZQ y el racemato RS-PZQ, se obtuvieron respuestas analiticas similares para los diferentes
niveles de la curva de calibracion; por lo tanto, se deduce que para cuantificar R-PZQ o RS-PZQ

se puede utilizar cualquiera de las dos curvas de calibracién (Anexo 5).

7.1.3 Pruebas de disolucién en condiciones saturadas (no sink)

En la Figura 22 se observan los perfiles de disolucion en condiciones sobresaturadas (no sink)
del hemihidrato de R-PZQ y su fase cocristalina con &cido L-Mélico en HCI pH 1.2, observando
gue la fase cocristalina presenta un ligero aumento en la concentracion de R-PZQ; sin embargo,
este aumento no permanece por mucho tiempo, al después obtener concentraciones similares a
las observadas para el hemihidrato de R-PZQ. Al ser un cocristal inestable en medio acuoso, el
coformador L-Mal se desprende del IFA dada su alta solubilidad en el medio, destruyéndose la
fase cocristalina; por lo tanto, el IFA precipita rapidamente en una forma sélida mas estable
(menos soluble)(90) que consiste del hemihidrato del enantibmero activo, alcanzando asi
concentraciones similares a las del hemihidrato de R-PZQ, de tal manera que no hay evidencia

de un beneficio biofarmacéutico para este cocristal al no mostrar una diferencia estadisticamente

0.2 +

significativa (p>0.05).
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Figura 22. Perfiles de disolucion del hemihidrato de R-PZQ y su fase cocristalina R-PZQ:L-Mal en medio
de HCI pH 1.2 en condiciones sobresaturadas (promedio n=3 + DE).
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Para analizar si es posible prolongar el estado de sobresaturacion, se realizé la evaluacién de los
perfiles de disolucion del hemihidrato de R-PZQ y el cocristal del enantiomero activo R-PZQ:L-
Mal con HPC predisuelto al 0.5% p/v en HCI pH 1.2 (Figura 23a), observando que no hay efecto
del polimero sobre el enantiomero hemihidratado al presentar concentraciones similares al
experimento con R-PZQ sin polimero. Caso contrario sucede cuando se encuentra el polimero
HPC formulado con el cocristal, al obtener un incremento en la concentracion de R-PZQ (1.5 +
0.02 mg/mL) que en el primer minuto del estudio es 3.3 veces mayor al valor del perfil de
disolucion del hemihidrato sin formular, 3.7 veces mayor al valor con el hemihidrato formulado
con este polimero y 2.3 veces mayor que el valor obtenido en el perfil de disolucién del cocristal

sin formular mostrando una diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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Figura 23. Perfiles de disolucion en condiciones sobresaturadas del hemihidrato de R-PZQ vy el cocristal
R-PZQ:L-Mal en medio de HCI pH 1.2 con polimero a) HPC predisuelto al 0.5% p/v y b) MC predisuelto al
0.5% p/v (promedio n=3 + DE).

Cuando se evalué el efecto del polimero MC predisuelto al 0.5% p/v sobre el perfil de disolucion
del hemihidrato de R-PZQ (Figura 23b), se observé que al igual que HPC, este no presento algun
efecto sobre el perfil de disolucion del hemihidrato de R-PZQ (p>0.05), ademés de conservar el
perfil de disolucion caracteristico de R-PZQ sin polimeros. No obstante, la concentracion de R-
PZQ proveniente del cocristal fue mayor al encontrarse formulado con MC alcanzando una
concentracion maxima (1.51 + 0.017 mg/mL) a los 3 min del estudio, que es 4.1 veces mayor que
el valor del perfil del hemihidrato formulado con MC, asi como 3.8 y 3.5 veces mayor que los

valores con el hemihidrato y el cocristal R-PZQ:L-Mal sin polimeros predisueltos,
respectivamente.
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Al graficar la cantidad de R-PZQ disuelto a los 90 min del estudio, traducido como el area bajo la
curva (ABC), se obtuvo la solubilidad aparente de los sélidos evaluados en los medios de
disolucion antes mencionados (Figura 24). La solubilidad aparente se refiere a la concentraciéon
de un IFA en equilibrio aparente (sobresaturacién), que es diferente de la solubilidad

termodinamica, que se alcanza a un tiempo de equilibrio infinito.(91)
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Figura 24. Areas bajo la curva (ABC) de los perfiles de disoluciéon de polvos del hemihidrato de R-PZQ y
cocristal R-PZQ:L-Mal con y sin polimero (MC o HPC) predisueltos al 0.5% p/v en HCI pH 1.2 (promedio
n=3, + DE).

7.1.4 Estabilidad de fase

Los residuos soélidos que se recuperaron del filtrado en cada tiempo de muestreo durante los
experimentos de disolucion de polvos se dejaron secar a TA para analizar su estabilidad de fase
por DRXP en medio acuso de HCI pH 1.2. En la Figura 25 se observa que el cocristal R-PZQ:L-
Mal es inestable en este medio, dado que la fase del hemihidrato de R-PZQ se hace presente
desde el minuto 1. A partir del minuto 4 el patrén de DRXP corresponde practicamente en su
totalidad al patrén del hemihidrato, indicando la rapida transformacion de la fase cocristalina a
sus componentes. No es posible observar el patron del coformador acido L-Malico debido a que

este se encuentra en solucién al ser muy soluble en medio acuoso.
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Figura 25. Patrones de difraccién de rayos X para determinar la estabilidad de fase del cocristal R-PZQ:L-
Mal en HCI pH 1.2. Lineas punteadas de color negro identifican picos caracteristicos del hemihidrato y
lineas punteadas de color naranja denotan los picos identificados para el cocristal R-PZQ:L-Mal.

Al evaluar la estabilidad de fase para el hemihidrato en medio acuoso HCI pH 1.2 se pudo
observar que este es muy estable y no hubo picos de difracciébn caracteristicos que no
pertenecieran a este solido cristalino, conservandose el mismo patrén de difraccion hasta finalizar
el estudio (Figura 26).
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Figura 26. Patrones de difraccion de rayos X para analizar la estabilidad de fase del hemihidrato de R-PZQ

en medio acuoso HCI pH 1.2. Lineas punteadas de color naranja, identifican los picos caracteristicos del
hemihidrato.
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Al comparar los patrones de difraccion de rayos X de los sdlidos recuperados de los estudios de
disolucion de polvos la fase del hemihidrato de R-PZQ con HPC predisuelto, se pudo observar
que no hubo modificacion alguna en su estructura cristalina, ya que los sélidos recuperados en

los tiempos de muestreo mantuvieron el mismo patron de difraccion de rayos X (Figura 27).
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Figura 27. Patrones de difraccion de rayos X para analizar la estabilidad de fase del hemihidrato de R-PZQ
en medio acuoso HCI pH 1.2 con polimero HPC predisuelto al 0.5 % p/v. Lineas punteadas de color naranja
identifican los picos caracteristicos del hemihidrato de R-PZQ.

Cuando el estudio de estabilidad de fase se realiz6 con las muestras del cocristal R-PZQ:L-Mal
con HPC predisuelto, se observd que este polimero estabilizé la fase cocristalina por un tiempo
mayor (8 min) en comparacién con el cocristal R-PZQ:L-Mal sin formular (Figura 28), exhibiendo
su capacidad como inhibidor de la precipitacion frente a este sélido cocristalino. Esto puede ser

atribuido a interacciones por puente de hidrégeno entre el polimero y el cocristal.
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Figura 28. Patrones de difraccién de rayos X de la estabilidad de fase del cocristal R-PZQ:L-Mal en medio
acuoso HCI pH 1.2 con polimero HPC predisuelto al 0.5 % p/v. Lineas punteadas de color naranja

identifican los picos caracteristicos del hemihidrato, y lineas punteadas de color azul denotan los picos
caracteristicos del cocristal.

Finalmente se evalué la estabilidad de fase del hemihidrato de R-PZQ y su fase cocristalina con
acido L-Mal y MC predisuelto (0.5% p/v). Se observa que este polimero no ejerce efecto sobre la
estructura cristalina del hemihidrato, al conservar el patron de difraccion caracteristico del
hemihidrato (Figura 29), pero para el cocristal los picos caracteristicos se aprecian solo hasta el
minuto 7 del estudio (Figura 30). Posterior a este tiempo, los picos corresponden en su mayoria
al patrén de difraccién de rayos X del hemihidrato. Sin embargo, a diferencia del polimero HPC
este genera concentraciones mayores de R-PZQ disuelto pudiendo, indicado que MC este
polimero ademas de estabilizar la fase cocristalina actia como solubilizante inhibiendo la
reprecipitacion del hemihidrato de R-PZQ por un tiempo prolongado.
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Figura 29. Patrones de difraccion de rayos X del andlisis de la estabilidad de fase del hemihidrato de R-
PZQ en medio acuoso HCI pH 1.2 con polimero MC predisuelto al 0.5 % p/v. Lineas punteadas de color
naranja identifican los picos caracteristicos del hemihidrato.
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Figura 30. Patrones de difraccion de rayos X de la estabilidad de fase de R-PZQ:L-Mal en medio acuoso
HCI pH 1.2 con polimero MC predisuelto al 0.5 % p/v. Lineas punteadas de color naranja identifican los

picos del cocristal R:PZQ:L-Mal.
hemihidrato de R-PZQ.

Lineas punteadas de color negro denotan picos caracteristicos del
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7.1.5 Formulaciones sélidas

Para realizar las mezclas sélidas entre el cocristal y los polimeros se realizaron experimentos
preliminares de molienda con el cocristal R-PZQ:L-Mal para establecer las condiciones 6ptimas
para este tipo de reacciones. Los productos se analizaron en un microscopio optico (Figura 31),
observando granulos de tamafio variado que en la molienda realizada a 10 Hz de frecuencia
durante 30 min (Figura 31b) al igual que en la molienda realizada a 25 Hz por 10 min (Figura
31c). Granulos de mayor tamafio podrian impactar negativamente en la prueba de disolucién.
Para la molienda realizada a 10 Hz de frecuencia durante 10 min (Figura 31a), se aprecia un

tamafio de particula homogéneo y disminuido en comparacion con las otras condiciones.

b)

Figura 31. Fotografias de los productos de molienda de cocristal R-PZQ:L-Mal con los siguientes
paradmetros a) 10 min, 10 Hz b) 30 min, 10 Hz y ¢) 10 min, 25 Hz obtenidas en microscopio 6ptico a 10x.

El producto de la molienda realizado por 30 min a 25 Hz no pudo ser recuperado debido a que el

sélido qued¢ fuertemente adherido a las paredes de los contenedores del molino.

En esta seccion del proyecto primero se realizaron formulaciones sélidas para la mezcla de
cocristales diastereoméricos con los polimeros HPC y MC, dado que ambos polimeros mostraron
un aumento de la concentracion de R-PZQ en la prueba de disolucion de polvos. Para cada
polimero (HPC y MC) se prepararon mezclas en dos proporciones 1:0.5 y 1:0.3 pl/p
(farmaco:polimero), que de acuerdo a las pruebas preliminares se sometieron a molienda por
10 minutos a 10 Hz de frecuencia en un molino Restch MM400. Los sélidos de las mezclas
resultantes se analizaron por DRXP con la finalidad de observar si habia un cambio en la
estructura cristalina del cocristal al realizar la molienda con los polimeros, ya que estudios previos

han demostrado que la comolienda de IFAs con polimeros pueden generar productos.(92,93)
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En los patrones de difraccién mostrados en Figura 32a se observa que los procesos de molienda
entre los cocristales diastereoméricos y el polimero MC en las proporciones 0.5y 0.3 p/p (F7 y
F9 respectivamente), permite conservar la fase de los cocristales al presentar los multiples picos
caracteristicos; sin embargo, la relacién sefal/ruido disminuye, indicando un menor grado de
cristalinidad debido a la presencia del polimero. Un resultado similar se observa en los ensayos
con HPC (Figura 32b). Es interesante notar que no hay una variacion significativa entre los

patrones obtenidos en el molino mecanico y el vortex (F9y F11; F10 y F12).
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Figura 32. Patrones de difraccion de rayos X de polvos de los productos de las siguientes reacciones
a) Molienda de RS-PZQ:L-Mal con MC (10 min, 10 Hz) en presencia de polimero 0.5y 0.3 p/p F7 y F9
respectivamente. Mezcla en voértex entre los mismos componentes en proporciéon 0.3 (F11). b) Molienda
de RS-PZQ:L-Mal con HPC (10 min, 10 Hz) en presencia de polimero 0.5 y 0.3 p/p F8 y F10
respectivamente. Mezcla en vértex entre los mismos componentes en proporcion 0.3 (F12). Para comparar
se incluyen los patrones de DRXP de los cocristales identificados con las lineas punteadas color naranja.

Cuando se analizaron los patrones de difraccion de rayos X de la formulacién del RS-PZQ con
MC en la proporcion de 0.3 p/p por molienda (F2) y en vortex (F4) se observa para ambos casos
el patron de difraccién caracteristico de RS-PZQ (F1), ademas que la relacion sefial ruido es mas
grande que en los casos anteriores concluyendo que este polimero afecta la cristalinidad del

compuesto en menor grado (Figura 33a).
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Figura 33. Patrones de difraccion de rayos X de polvos de los productos de las siguientes reacciones
a) Molienda (10 min, 10 Hz) de RS-PZQ con MC 0.3 p/p (F4). Mezcla en voértex entre los mismos
componentes en proporcion 0.3 p/p (F2). b) Molienda (10 min, 10 Hz) de RS-PZQ con HPC 0.3 p/p (F5).
Mezcla en vértex entre los mismos componentes en proporcién 0.3 p/p (F3). Para comparar se incluyen los
patrones de DRXP de los cocristales sin formular y del polimero. Para comparar se incluyen los patrones
de DRXP del farmaco RS-PZQ sin formular y del polimero.

En el caso de las formulaciones analogas preparados con polimero HPC (0.3 p/p) por molienda
0 mezclado en vortex, la cristalinidad de RS-PZQ se ve mas afectado al observar picos mas
anchos y una curvatura de la linea base que es reminiscente del patréon de difraccién

caracteristico del polimero (Figura 33b).

Al realizar las formulaciones del cocristal R-PZQ:L-Mal y el enantimero hemihidratado de R-PZQ
con HPC 0.3 p/p por molienda (10 min, 10 Hz) se observo el mismo comportamiento que para las
formulaciones realizadas con la mezcla de cocristales diastereoméricos al mantener la
cristalinidad tanto del hemihidrato de R-PZQ (Figura 34a) como de la fase cocristalina R-PZQ:L-
Mal (Figura 34b), pues en ambos casos se conservan los picos caracteristicos del hemihidrato y

el cocristal al ser molidos con HPC F14 y F16, respectivamente).
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Figura 34. Patrones de difraccion de rayos X de polvos de las siguientes reacciones por molienda (10 min,
10 Hz) a) el hemihidrato de R-PZQ con polimero HPC 0.3 p/p (F14) y b) el cocristal R-PZQ:L-Mal con
polimero HPC proporcién 0.3 p/p (F16) (10 min, 10 Hz). Para comparar se incluyen los patrones de DRXP
del hemihidrato de R-PZQ, el cocristal R-PZQ:L-Mal sin formular y del polimero.

Ya que en los estudios posteriores también se incluye el perfil de la velocidad disolucién para la
forma comercial de RS-PZQ (CISTICID®), se analiz6 el patrdn de difraccion de rayos X de polvos
de dicha forma en comparacion con la muestra de RS-PZQ utilizado en este proyecto. En la
Figura 35 se puede observar que hay coincidencia de los picos de ambos sélidos; no obstante,
para CISTICID® se observa una relacion sefial/ruido menor que se atribuye a la variedad de
excipientes presentes en la formulacion oral que son de naturaleza amorfa y semicristalina
(almidén de maiz, estearato de magnesio, celulosa microcristalina, povidona, lauril sulfato de

sodio, polietilenglicol, di6éxido de titanio e hidroxipropilcelulosa (HPC)).(8)

W i CISTICID®

(RS)-PZQ

Ww% \

Figura 35. Patrones de difraccion de rayos X de la forma comercial de RS-PZQ CISTICID® y el RS-PZQ
gue fue usado como materia prima en este proyecto.
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7.1.6 Pruebas de disolucion de las formulaciones sélidas en condiciones no saturadas
(sink)

Una vez realizadas las formulaciones de los cocristales con los polimeros, se llevaron a cabo las
pruebas de disolucion en el aparato | (canastillas) de la USP de forma comparativa con el RS-
PZQ vy los cocristales diastereoméricos sin polimeros, bajo las condiciones anteriormente
descritas. Las areas bajo la curva (ABC) de todos los perfiles de disolucidon se muestran en los

Anexos 6y 7.
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Figura 36. Perfiles de disolucion en (condiciones no saturadas) de RS-PZQ (F1) y RS-PZQ:L-Mal (F6) en
medio acuoso de HCI pH 1.2 (promedio n=3, +DE).

Se observa que la mezcla de cocristales RS-PZQ:L-Mal (R-PZQ:L-Mal + S-PZQ:L-Mal) presenta
una mayor velocidad de disolucién que el farmaco puro RS-PZQ, al encontrarse disuelto una
concentracion de RS-PZQ 13 veces mayor con un ABC de 8008.76 + 285.47 (610.56 + 7.56 para
PZQ puro) a los 120 minutos del ensayo (Figura 36). Esta diferencia puede ser atribuida a la
disminucién en la energia de red cristalina del RS-PZQ (punto de fusién = 142 °C)(94) cuando se
encuentra en la fase cocristalina con el acido L-Malico (punto de fusién = 107 °C)(95) asi como

al aumento de la afinidad del acido L-Malico por el medio de disolucion dada su alta solubilidad
en agua.(96)
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Tabla 16. Valores de las areas bajo la curva (ABC) del minuto 0-120 y porcentaje disuelto acumulado (%
DA) a los 120 min del estudio de las pruebas de disolucién las formulaciones de F1y F6.

Formulacién Componentes (mg) ABC0_120 min (i DE) % DA120 min (i DE)
p/p RS-PZQ  L-Mal (mg/mL*min)
F1 400.0 - 610.56 + 7.69 9.00 + 0.11
F6 279.9 120.1 8008.76 + 285.47 80.30 % 2.30

Al evaluar los perfiles de disolucién de las formulaciones de la mezcla de cocristales por molienda

(10 min, 10 Hz) con los polimeros HPC o MC en proporcion 1:0.3 y 1:0.5 p/p farmaco:polimero,

se aprecia que MC a la proporcion de 0.5 (F7) disminuye ligeramente el porcentaje disuelto de

RS-PZQ en comparacién con las fases cocristalinas sin polimero (F6) (p<0.05), mientras que a

la concentracion de 0.3 p/p (F9) este polimero no ejerce ningun efecto (p>0.05), al tener un perfil
semejante al de los cocristales sin polimero (F6) (Figura 37a).
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Figura 37. Perfiles de disolucién en medio acuoso de HCl pH 1.2 de las siguientes formulaciones
preparadas por molienda a) Mezcla de cocristales diastereoméricos con MC en proporcion 0.3 p/p (F9) y
0.5 p/p (F7) y b) Mezcla de cocristales diastereoméricos con HPC en proporcion 0.3 p/p (F10) y 0.5 p/p
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(F8) (promedio n=3 + DE). Para comparar se incluye el perfil de disolucién de la mezcla de cocristales
diastereoméricos (RS-PZQ:L-Mal) (F6).

Tabla 17. Valores de las areas bajo la curva (ABC) del minuto 0-120 y porcentaje disuelto acumulado (%
DA) a los 120 min del estudio de las pruebas de disolucion de formulaciones F7-F10.

Formulacion Componentes (mg) ABCy 120 min (+ DE) % DA /20 min (+ DE)
p/p RS-PZQ L-Mal MC HPC (mg/mL*min)
F7 207.3 89.1 1p03.62¢ - 6780.97 + 364.75 73.48 + 3.18
F8 207.3 89.1 . 103.62°¢ 8132.56 + 296.26 78.35+2.13
F9 231.2 99.4 gg 4gbc - 8058.30 + 77.56 84.23 £ 0.88
F10 231.2 99.4 . B9.4bc 8323.89 + 218.30 78.86 +2.90

a Concentracion 0.5 p/p de polimero con relacién al farmaco.
b Concentracion 0.3 p/p de polimero con relacion al farmaco.
¢ Formulaciones obtenidas por molienda mecénica (10 min,10 Hz).

Para las muestras con HPC los perfiles de disolucion a las diferentes concentraciones (0.3 y 0.5
p/p), se comportaron de manera similar al del cocristal sin formular (Figura 37b). Esto se ilustra
por los valores de ABC: 8008.77 + 285.48 (F6), 8132.56 + 296.26 (F8) y 8323.89 + 218.30 (F10)

gue no presentan diferencia estadistica significativa (p>0.05).

Con el fin de comparar se decidié preparar las muestras en vortex. Al evaluar los perfiles de
disolucion de las muestras con MC obtenidos por molienda (F9) y vértex (F11) se observé que
estos perfiles fueron practicamente iguales (Figura 38a) confirmandose por el analisis estadistico
(p>0.05). En el caso de las muestras con HPC el tipo de mezclado si influyd sobre el perfil de
disolucion al disminuirse la cantidad disuelta de PZQ (Figura 38b) cuando se prepar6 en vortex
(F12).
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Figura 38. Perfiles de disolucién en medio acuoso (HCI, pH 1.2) de las siguientes formulaciones a) Mezcla
de cocristales diastereoméricos con MC por molienda (F9) y en vortex (F11) y b) Mezcla de cocristales
diastereoméricos con HPC por molienda (F10) y vortex (F12) en medio acuso de HCI pH 1.2 (promedio
n=3 = DE). Para comparar se incluye el perfil de disolucién de la mezcla de cocristales diastereoméricos
(RS-PZQ:L-MAl) (F6).

Tabla 18. Valores de las areas bajo la curva (ABC) del minuto 0-120 y porcentaje disuelto acumulado (%
DA) a los 120 min del estudio de las pruebas de disolucién de formulaciones F11y F12.

Formulaciéon Componentes (mg) ABC_120 min (¥ DE) % DA 450 min (£ DE)
p/p RS-PZQ L-Mal MC HPC (mg/mL*min)
F11 231.2 99.4 gg.4ab - 8189.21 + 107.47 82.56 + 0.47
F12 231.2 99.4 . 69.42b 6651.01 £ 203.95 69.58 + 1.86

& Concentracion 0.3 p/p de polimero con relacién al farmaco.
b Formulacién obtenida en agitador vértex (2 min).

A manera de comparacion, también se evalud si el polimero (MC o HPC) tenia un efecto sobre
los perfiles de disolucion del farmaco puro RS-PZQ. Para ello, en primera instancia se mezclé
RS-PZQ con MC en proporcién 0.3 p/p por molienda (F2) y vortex (F4), observando que aunque
hubo un aumento significativo en el porcentaje disuelto de PZQ cuando este se formula por
molienda con MC (F4) (40.04 % DA), en comparacion con RS-PZQ mezclado con MC en vértex
(F2) y sin formular (F1) (19.13 y 9.00 % DA, respectivamente), no alcanza las concentraciones
obtenidas en el perfil de disolucion de la mezcla diastereomérica de cocristales sin polimero
(80.21 % DA) (Figura 39a).

Al evaluar el efecto del polimero HPC en la proporcién de 0.3 p/p sobre el perfil de disolucion de

RS-PZQ, se observa un aumento significativo de la cantidad de PZQ disuelto tanto para la mezcla
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preparada por molienda (F5) como en vortex (F3) alcanzando un % DA de 63.93 £ 241y 67.41
+ 1.98, respectivamente (Figura 39b). Esta mejoria puede deberse a que HPC forma un aducto
mas soluble con el RS-PZQ debido a interacciones intermoleculares tipo puente de hidrégeno
con los residuos -OH y -OCH,CHOHCH;s del polimero; por lo tanto, la fluidez y humectabilidad de
PZQ se ven mejoradas. Esto se pudo corroborar al momento de la realizar la prueba, ya que todo

el sélido de esta formulacion sali6 de las canastillas generando turbidez en el vaso del disolutor.

a) b)
100 MC 100 HPC
—=—F1 —=—F1
904 —e—F2 904 —®F3
—A—F4 F5
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Figura 39. Perfiles de disolucién en medio acuoso (HCI, pH 1.2) de las siguientes formulaciones a) RS-
PZQ con MC 0.3 p/p por molienda (F4) y vortex (F2) b) RS-PZQ con HPC 0.3 p/p por molienda (F5) y vortex
(F3) (promedio n=3 + DE). Para comparar se incluye el perfil de disolucién del farmaco RS-PZQ (F1).

Tabla 19. Valores de area bajo la curva (ABC) del minuto 0-120 de las pruebas de disolucion de F2-F5, y
porcentaje disuelto acumulado (% DA) a los 120 min del estudio.

Formulacién Componentes (mg) ABCg_120 min (2 DE) % DA {50 min (+ DE)
p/p RS-PZQ MC HPC (mg/mL*min)
F2 307.7 92.33P - 1305.41 + 306.01 19.13 + 1.69
F3 307.7 - 92.3%b 6465.88 + 377.71 67.41+1.98
F4 307.7 92.33¢ - 2973.69 £ 517.10 40.04 £ 5.59
F5 307.7 - 92.3ac 8323.89 + 118.43 63.93 + 2.41

& Concentracién 0.3 p/p de polimero con relacion al farmaco.
b Formulaciones obtenidas en vortex (2 min).

¢ Formulaciones obtenidas por molienda (10 min, 10 Hz).

Hasta este momento se observé que, aunque la molienda con los polimeros MC y HPC no tuvo
un impacto adicional sobre la concentracion disuelta de PZQ cuando la muestra provenia de los

cocristales diastereoméricos, esta técnica permite controlar de mejor manera los parametros de
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obtencion de las formulaciones y en este sentido generar una mejor reproducibilidad, ya que se

observan barras de error disminuidas en comparacion con las formulaciones realizadas en

agitador vortex. Ademas, se observé un importante aumento en el porcentaje disuelto de la

formulacién de so6lo RS-PZQ con HPC a la proporcién de 0.3 p/p; es por ello que también se

decidié evaluar el efecto del polimero HPC sobre el cocristal del enantiomero activo R-PZQ:L-Mal

y el hemihidrato R-PZQ.

Por consiguiente, se realizaron los perfiles de disolucién del cocristal R-PZQ:L-Mél (F13) y el

hemihidrato de R-PZQ (F15), en donde se observa un aumento de hasta 2 veces del ABC

(p<0.05) la cantidad disuelta de R-PZQ para la fase cocristalina (Figura 40). Esta mejora indica

una ventaja de solubilidad que ofrece este cocristal frente al hemihidrato de R-PZQ (Figura 36).

100

90

80

70

60

50

40

30

20

% Disuelto Acumulado (R)-PZQ

10

0

—=— F13
—e—F15

0

T T T T T T
20 40 60 80 100 120

tiempo (min)

Figura 40. Perfiles de disolucién en condiciones no saturadas en medio acuoso de HCI pH 1.2 del
hemihidrato de R-PZQ (F13) y la fase cocristalina R-PZQ:L-Mal (F15) (promedio n=3, +DE).

Tabla 20. Valores de area bajo la curva (ABC) del minuto 0-120, y porcentaje disuelto acumulado (% DA)
a los 120 min del estudio de las pruebas de disolucién de las formulaciones F13 y F15.

Formulacion Componentes (mg) ABC0_120 min (i DE) % DA120 min (i’ DE)
p/p R-PZQ  L-Mal (mg/mL*min)
F13 400.0 - 2893.70 + 144.38 38.63 + 2.33
F15 279.9 120.1 6279.49 + 230.55 69.75 + 1.37
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El perfil de disolucion realizado para la formulacion entre el hemihidrato de R-PZQ y HPC (0.3
p/p) (F16) indica en comparacion con el hemihidrato sin formular (F13) un aumento 2.4 veces en
la concentraciéon de R-PZQ alcanzando un % DA de 92.31 (38.63 % DA para el hemihidrato)
(Figura 41a). Al realizar la evaluacién de la formulacién del cocristal R-PZQ:L-Mal con HPC en
proporcion 0.3 p/p obtenido por molienda (10 min, 10 Hz) se observa en la grafica un ligero
incremento en la concentracién de R-PZQ en comparacion con la muestra que sélo contiene la
fase cocristalina (sin HPC) (Figura 41b). Sin embargo, registrando las ABC de 6781.45 + 231.28
(F16) y 6279.49 + 230.55 (F15) respectivamente, se muestra que estadisticamente no

presentaron diferencia significativa (p>0.05).
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Figura 41. Perfiles de disolucion en medio acuoso de HCI pH 1.2 de las siguientes formulaciones por
molienda (10 min, 10 Hz) a) Mezcla del hemihidrato de R-PZQ con HPC 0.3 p/p (F14) y b) Mezcla del
cocristal R-PZQ:L-Mal con HPC 0.3 p/p (F16) (promedio n=3 + DE). Para comparar se incluye el perfil de
disolucion del hemihidrato del R-PZQ (F13) y del cocristal R-PZQ:L-Mal) (F15).

Tabla 21. Valores de area bajo la curva (ABC) del minuto 0-120, y porcentaje disuelto acumulado (% DA)
a los 120 min del estudio de las pruebas de disolucién de F14, F15y CISTICID.

Formulacién Componentes (mg) ABC_150 min (£ DE) % DA{50 min (£ DE)
p/p R-PZQ L-mal HPC (mg/mL*min)
F14 309.3 90.7 - 9937.57 + 43.66 92.31£0.19
F16 231.2 994 69.42 6781.45 + 231.28 76.22 +2.19
“csmico® 978831+ 130.95  9264+224 |
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Con la finalidad de realizar una comparacion del perfil de disolucion del cocristal R-PZQ:L-Mal
con la forma comercial de RS-PZQ, CISTICID® se llevé a cabo la determinacion del perfil de
disolucion bajo los mismos parametros de prueba, observando que hay una mayor cantidad de
PZQ disuelto a partir de la forma de dosificacién comercial, al presentar un ABC de 9788.31 +
130.95 (p<0.05) (Figura 42).
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Figura 42. Perfiles de disolucién en medio acuoso de HCI pH 1.2 del cocristal R-PZQ:L-Mal (F15) y la forma
comercial de RS-PZQ CISTICID® (promedio, n=3 + DE).

En la Figura 43 se comparan los perfiles de disolucion de la formulacién del hemihidrato de R-
PZQ (F14) con la forma comercial de RS-PZQ, CISTICID®, ya que al realizar el andlisis de
varianza (ANOVA) de una via de las medias obtenidas con prueba post hoc de Tukey se observé
que estos perfiles no tuvieron diferencia significativa (p>0.05) Anexo 5, obteniendo valores de
ABC de 9937.57 + 43.66 (F14) y 9788.31 + 130.95 (CISTICID®). En este contexto es importante
mencionar que la cantidad disuelta de PZQ en el caso de CISTICID® corresponde al 50 % de R-

PZQ, por lo que hay una ventaja importante al emplear sélo R-PZQ en la formulacion.
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Figura 43. Perfiles de disolucion en medio acuoso de HCI pH 1.2 de CISTICID® y la formulacién del
hemihidrato de R-PZQ con HPC 0.3 p/p por molienda (10 min, 10 Hz) (promedio n=3, +DE).

Para poder realizar una mejor comparacion de los perfiles de disolucion del cocristal R-PZQ:L-
Mal (F14) y el hemihidrato de R-PZQ formulado con HPC 0.3 p/p (F15) con la forma comercial de
RS-PZQ CISTICID® se calculd el factor de similitud f2 (Ecuacién 3) entre estos perfiles.

Este es un método de modelo independiente que compara y determina huméricamente qué tan
parecidos son dos perfiles de disolucién entre si. Es una medida de la similitud del porcentaje de

disolucién entre ambas curvas, calculado a partir de la siguiente ecuacion:

fa = 50-log”1 « (

:l;—o

n 05
)Z R, - T,'zl : 100] Ecuacion 3
(=1 °

Donde n = nimero de puntos experimentales

R:= % de farmaco disuelto a cada tiempo de la referencia (CISTICID®)

T:= % de farmaco disuelto a cada tiempo del nuevo producto (F14 o F15)
Esta evaluacion se realiza simultdneamente con el factor de diferencia f1 que calcula la diferencia
porcentual (%) entre las dos curvas en cada punto temporal y es una medida del error relativo
entre las dos curvas (Ecuacién 4):

fi =[ Y |R T, Il ZR.“'IOO Ecuacion 4
WA | : N
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Este factor toma valores de 100 cuando los perfiles son idénticos y tendera a cero a medida que
se hacen diferentes. La FDA sugiere que dos perfiles de disolucion se consideran iguales si f2 se
encuentra entre 50 y 100. En términos generales un f2 = 50, refleja diferencias menores al 10 %.
Para llevar a cabo esta comparacion se sugiere tener en cuenta las siguientes
consideraciones:(89)
e Las evaluaciones de los perfiles de disolucion deberan realizarse bajo los mismos
pardmetros (tiempos de muestreo, medio de disolucion, temperatura y agitacion).

e Solo se debera considerar una medicion después del 85% disuelto de ambos productos.

En la comparacion de perfiles de disolucion del cocristal R-PZQ:L-Mal con CISTICID® se obtuvo
un factor de similitud con valor de f2 = 29 % y un factor de diferencia f1 = 73 % lo que indica que
no hay una similitud en estos perfiles al encontrar un porcentaje de f2 menor a 50 (Anexo 12).

Cuando se determiné el factor de similitud entre el hemihidrato formulado con HPC 0.3 p/p por
molienda, se encontré un valor de f2 = 58% y f1 = 9% concluyendo que la formulacién del
hemihidrato con HPC surge como una alternativa prometedora para el desarrollo de una
formulacién de (R)-PZQ como una forma de dosificacion oral de liberacién inmediata, al encontrar
una similitud en estos perfiles de disolucion. Pudiendo disminuir el tamafio de la tableta comercial
de PZQ al tener Unicamente al eutbmero de este IFA por lo que pudiera ser beneficioso para la
administracién en nifios ademas que se ha reportado que es dos veces mas potente que el

racemato (Anexo 13)
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8. CONCLUSIONES

e Se sintetizaron satisfactoriamente las materias primas hemihidrato de R-PZQ, cocristal R-

PZQ:L-Mal y los cocristales diastereoméricos R-PZQ:L-Mal + S-PZQ:L-Mal (RS-PZQ:L-Mal)
mediante la metodologia descrita en la bibliografia. Se pudo optimizar la obtencion de los
cocristales diastereoméricos determinando que una molienda por 10 min a 25 Hz de frecuencia

es suficiente para su sintesis.

Los polimeros hidrofilicos MC y HPC permitieron aumentar y prolongar la sobresaturacion de
R-PZQ generada por el cocristal R-PZQ:L-MAal; sin embargo, quien mostré6 mejor efecto como
PIP fue el polimero MC siendo la solubilidad aparente 2.1 veces mayor con respecto a R-

PZQ-0.5H:0 sin polimero inhibiendo la rapida precipitacion del hemihidrato R-PZQ.

El andlisis de los solidos recuperados de las muestras en la prueba de disolucién de polvos en
condiciones saturadas mostr6 que MC y HPC predisueltos estabilizan la fase cocristalina por un
tiempo prolongado de 7 y 8 min, respectivamente, en comparacioén con el hemihidrato de R-
PZQ sin formular (3 min), lo que explica en parte la influencia favorable del polimero en la

solubilidad aparente.

Se prepararon formulaciones sélidas con los polimeros MC o HPC, en condiciones de mezclado
por molienda (10 min, 10 Hz) o en agitador vortex (2 min). La cristalinidad de los sélidos

evaluados se conservo, al analizar los patrones de DRXP.

Los cocristales diastereoméricos RS-PZQ:L-Mal y el cocristal R-PZQ:L-Mal aumentaron
significativamente la concentracion de PZQ en comparacién con el farmaco (13 y 2 veces,

respectivamente).

No obstante, los cocristales diastereoméricos sin formular muestran un perfil de disolucion
similar al obtenido cuando estos se encuentran formulados con HPC 0.3 p/p por molienda (10
min, 10 Hz), alcanzando concentraciones entre 80-85% DA de RS-PZQ sin diferencia
estadistica. EI mismo efecto fue observado en la comparacién de las muestras con el cocristal
R-PZQ:L-Mal formulado con HPC vy sin formular, al no haber un cambio significativo en los
perfiles de disolucion; sin embargo la formulacién del hemihidrato de R-PZQ con HPC

incremento de forma significativa el % DA de PZQ.

Al comparar los perfiles de disolucién con el factor de similitud f2 de la forma comercial de RS-
PZQ CISTICID®, con el obtenido de la formulacién del hemihidrato de R-PZQ con HPC (0.3 p/p)

por molienda (10 Hz, 10 min) se observé que presentan un perfil de disolucién similar con un
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valor de f2 = 58%, lo que indica una ventaja importante sobre la forma comercial, al encontrarse
sélo el enantiomero activo R-PZQ formulado con HPC mientras que CISTICID® contiene una
variedad de excipientes (almidon de maiz, estearato de magnesio, celulosa microcristalina,
povidona, lauril sulfato de sodio, polietilenglicol, didxido de titanio e hidroxipropilcelulosa (HPC).
Con base en este resultado se podria crear una formulacion con una disminucion significativa

de la dosis comercial (600 mg), reduciendo los efectos adversos asociados a PZQ.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar estudios de estabilidad indicativa y acelerada de la formulacion con mayor
cantidad disuelto de PZQ (F14).

Evaluar otras familias y concentraciones de polimeros hidrofilicos con sistemas
cocristalinos del enantiomero activo de PZQ.

Realizar estudios de permeabilidad en membranas artificiales con el fin de observar si el
cocristal R-PZQ:L-Mal modifica el proceso de difusion pasiva de este IFA.

Evaluar por TGA-DSC e IR el tipo de interacciones que se llevan a cabo entre el
cocristal:polimero y farmaco:polimero.

Realizar una tableta del enantiomero activo R-PZQ hemihidratado con HPC y analizar los
perfiles de disolucién en comparacién con la presentacion comercial actual de PZQ.

Una vez obtenida la forma de dosificacion oral, realizar estudios in-vivo de

biodisponibilidad en un modelo animal.
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Anexo 1. Comparacion de la linealidad del sistema de las curvas de cuantificacion para R-PZQ y RS-PZQ

enHCIpH 1.2end

os dias diferentes.

Tabla ANOVA para ABC

Fuente Suma de Cuadrados|Grados de libertad|Cuadrado Medio|Razén-F|Valor-P
Entre grupos|2809.88 5 561.976 125.84 (0.0000
Intra grupos |53.5904 12 4.46587

Total (Corr.) |2863.47 17

Anexo 2. Analisis de varianza de una via de las ABC de los perfiles de disolucién de polvos en condiciones
sobresaturadas del cocristal R-PZQ:L-Mal y el hemihidrato de R-PZQ con y sin polimero predisuelto (0.5

% piv).
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Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Tratamiento Casos|Media |Grupos Homogéneos
R-PZQ:L-Mal 3 34.14 [X
R-PZQ hemihidrato 3 34.3333|X
R-PZQ + HPC 0.5% 3 35.1 X
R-PZQ + MC 0.5% 3 35.2867(X
3
3

R-PZQ:L-M&l + HPC 0.5 % 52.3033| X
R-PZQ:L-M&l + MC 0.5 % 66.97 X

Anexo 3. Pruebas de multiples rangos (Tukey, p<0.05) para ABC de los perfiles de disolucion de polvos
en condiciones sobresaturadas del cocristal R-PZQ:L-Mal y el hemihidrato de R-PZQ con y sin polimero
predisuelto (0.5 % p/v).

Tabla ANOVA para ABC por formulacion F1-F16 y CISTICID®.

Fuente |Suma de Cuadrados|Grados de libertad|Cuadrado Medio|Raz6n-F|Valor-P
Entre grupos 3.71219E8 16 2.32012E7 367.80 [0.0000
Intra grupos 2.14478E6 34 63081.9
Total (Corr.) 3.73364E8 50

Anexo 4. Andlisis de varianza de una via de las ABC de los perfiles de disolucién en condiciones no
saturadas de las formulaciones F1-F16 y CISTICID®.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Sélido Casos |Media Grupos Homogéneos
F1 3 610.567 |X

F2 3 1305.41 |X

F4 3 2873.69 X

F13 3 2893.6 X

F15 3 6279.5 X

F3 3 6465.88 X

F5 3 6515.42 X
F12 3 6651.01 X

F7 3 6780.97 X
F16 3 6781.45 X

F6 3 8008.77 X
F9 3 8058.3 X
F8 3 8132.56 X
F11 3 8189.21 X
F10 3 8323.9 X
CISTICID® |3 9788.31 X
Fl14 3 9937.51 X

Anexo 5. Prueba de muiiltiples rangos (Tukey, p<0.05) para las ABC de perfiles de disolucion de las
formulaciones realizadas (F1- F16) y CISTICID® en condiciones no saturadas.
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Anexo 6. ABCo-120min de los perfiles de disolucion en condiciones no saturadas de las formulaciones
realizadas con los cocristales diastereoméricos con los polimeros HPC y MC.
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Anexo 7. ABCo-120min de los perfiles de disolucion en condiciones no saturadas de las formulaciones
realizadas para el cocristal R-PZQ:L-Mal con y sin polimero HPC (0.3 p/p) por molienda (10 min, 10 Hz) y
para CISTICID®.
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No. [Nivel (%) {nf; ,,':‘fl'_} Abs;_rg;;m x? Y? XY
1 40 0.001 0.05123844 0.000001 0.002625378 | 0.000051
2 40 0.001 0.05411067 0.000001 0.002927965 | 0.000054
3 40 0.001 0.0538111 0.000001 0.002895634 | 0.000054
1 60 0.002 0.10068031 0.000004 | 0.010136525 | 0.000201
2 60 0.002 0.10297971 0.000004 | 0.010604821 | 0.000206
3 60 0.002 0.10152005 0.000004 | 0.010306321 | 0.000203
1 80 0.003 0.14680262 0.000008 | 0.021551008 | 0.000440
2 80 0.003 0.15217397 0.000008 | 0.023156917 | 0.000457
3 80 0.003 0.15073807 0.000009 | 0.022722267 | 0.000452
1 100 0.005 0.23992636 0.000025 | 0.057564658 | 0.001200
2 100 0.005 0.24277731 0.000025 | 0.058940822 | 0.001214
3 100 0.005 0.253808602 0.000025 | 0.064417496 | 0.001269
1 120 0.008 0.38695294 0.000064 | 0.149732578 | 0.003096
2 120 0.008 0.39238173 0.000064 | 0.153963422 | 0.00313%9
3 120 0.008 0.38319898 0.000064 | 0.146841458 | 0.003066
1 120 0.010 0.52998871 0.000100 | 0.280888033 | 0.005300
2 120 0.010 0.54038119 0.000100 | 0.292011831 | 0.005404
3 120 0.010 0.53663755 0.000100 | 0.287979860 | 0.005366
1 120 0.013 0.65811544 0.000169 | 0.433115932 | 0.008556
2 120 0.013 0.63978577 0.00016S | 0.409325831 | 0.008317
3 120 0.013 0.64746326 0.000169 | 0.419208673 | 0.008417
1 120 0.016 0.76053017 0.000256 | 0.578406139 | 0.012168
2 120 0.016 0.77269143 0.000256 | 0.597052046 | 0.012363
3 120 0.016 0.77615106 0.000256 | 0.602410468 | 0.012418
IX: 0.174000 Promedio X: 0.007250
ZY: 8.674844 Promedio Y: 0.361452
X’ 0.001884 Promedio X’: 0.000079
£Y% 4.639 Promedio Y*: 0.193
EXY: 0.093411 Promedio XY: 0.003892
Pendiente (B4): 49.025931
Ordenada al origen (B,): 0.006014
Desviacion Estandar de Regresion (Syy): 0.017892
Desviacion Estandar de la Pendiente (SB): 0.717133
Limite Superior IC para la Pendiente (IC(B,): 50.513266
Limite Inferior IC para la Pendiente (IC(B4): 47.538597
Coeficiente de Determinacion (R?): 0.995315
Limite de Deteccion: 0.001204 mg/mL
Limite de Cuantificacion: 0.003650 mg/mL

Anexo 8. Datos obtenidos de la curva de cuantificacion del dia 1 para R-PZQ en medio de HCI pH 1.2.
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No. |Nivel (%) {nf; ,,':‘fl'_} Abs;_rg;;m x? Y? XY
1 40 0.001 0.05214484 0.000001 0.002719084 0.000052
2 40 0.001 0.05153931 0.000001 0.002656300 0.000052
3 40 0.001 0.05405525 0.000001 0.002921970 0.000054
1 60 0.002 0.09871616 0.000004 0.009744880 0.000197
2 60 0.002 0.10137455 0.000004 0.010276799 0.000203
3 60 0.002 0.1027224 0.000004 0.010551891 0.000205
1 80 0.003 0.12527956 0.000008 0.015694968 0.000376
2 80 0.003 0.13013934 0.000008 0.016936248 0.000380
3 80 0.003 0.12892383 0.000009 0.016621354 0.000387
1 100 0.005 0.24303463 0.000025 0.059065831 0.001215
2 100 0.005 0.24703912 0.000025 0.061028327 0.001235
3 100 0.005 0.25158668 0.000025 0.063295858 0.001258
1 120 0.008 0.39915088 0.000064 0.159321425 0.003183
2 120 0.008 0.3904123 0.000064 0.152421764 0.003123
3 120 0.008 0.38437724 0.000064 0.147745863 0.003075
1 120 0.010 0.51172519 0.000100 0.261862670 0.005117
2 120 0.010 0.52999383 0.000100 0.280893460 0.005300
3 120 0.010 0.53130192 0.000100 0.282281730 0.005313
1 120 0.013 0.59939545 0.000169 0.359274905 0.007792
2 120 0.013 0.60736615 0.000169 0.368893640 0.007896
3 120 0.013 0.61907297 0.000169 0.383251342 0.008048
1 120 0.016 0.7469449 0.000256 0.557926684 0.011951
2 120 0.016 0.76256228 0.000256 0.581501231 0.012201
3 120 0.016 0.75161201 0.000256 0.564920614 0.012026
ZX: 0.174000 Promedio X: 0.007250
ZY: 8.420471 Promedio Y: 0.350853
X’ 0.001884 Promedio X% 0.000079
£Y% 4.372 Promedio Y*: 0.182
EXY: 0.050660 Promedio XY: 0.003778
Pendiente (B4): 47.569112
Ordenada al origen (B,): 0.005977
Desviacion Estandar de Regresion (Syy): 0.020064
Desviacion Estandar de la Pendiente (SpB,): 0.804158
Limite Superior IC para la Pendiente (IC(B4): 49.236935
Limite Inferior IC para la Pendiente (IC(B,): 45.901288
Coeficiente de Determinacién (R%): 0.993752
Limite de Deteccion: 0.0013919 mg/mL
Limite de Cuantificacion: 0.0042178 mg/mL

Anexo 9. Datos obtenidos de la curva de cuantificacion del dia 2 para R-PZQ en medio de HCI pH 1.2.
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No.  |Nivel (%) u:;:::f.] | x v XY
1 40 0.001 0.06243378 0.000001 0.003887977 | 0.000082
2 40 0.001 0.06310082 0.000001 0.003981713 | 0.00008&3
3 40 0.001 0.05976385 0.000001 0.003571730 | 0.0000&0
1 &0 0.002 0.10208564 0.000004 0.010421478 | 0.000204
2 &0 0.002 0.09868795 0.000004 0.009739311 0.000187
3 &0 0.002 0.10391914 0.000004 0.010799188 | 0.000208
1 80 0.003 0.161765924 0.000008 0.0261659287 | 0.000485
2 80 0.003 0.16361412 0.000008 0.026769580 | 0.000491
3 80 0.003 0.15598308 0.00000S 0.024330724 | 0.0004&68
1 100 0.005 0.24846526 0.000025 0.0617365973 | 0.001242
2 100 0.005 0.25358015 0.000025 0.0643028%92 | 0.001268
3 100 0.005 0.24508144 0.000025 0.060064512 | 0.001225
1 120 0.008 0.35838472 0.000064 0.158710385 | 0.003187
2 120 0.008 0.40741792 0.0000&4 0.165989362 | 0.00325%9
3 120 0.008 0.40765539 0.000064 | 0.166182917 | 0.003261
1 120 0.010 0.54644603 0.000100 | 0.298603264 | 0.005464
2 120 0.010 0.55884272 0.000100 | 0.312305186 | 0.005588
3 120 0.010 0.54553729 0.000100 0.297610935 | 0.005455
1 120 0.013 0.63674313 0.000169 0.405441814 | 0.008278
2 120 0.013 0.64206171 0.000169 0.412243239 | 0.008347
3 120 0.013 0.63149482 0.000169 0.398785708 | 0.008209
1 120 0.016 0.78579474 0.000256 0.617473373 | 0.012573
2 120 0.016 0.77059513 0.000256 0.593816854 | 0.012330
3 120 0.016 0.77137464 0.000256 0.595018835 | 0.012342
IX: 0.174000 Promedio X: 0.007250
IY: 8.820837 Promedio Y: 0.367535
X% 0.001884 Promedio X*: 0.000079
£Y%: 4728 Promedio Y*: 0.197
IXY: 0.094268 Promedio XY: 0.003928
Pandianta (B4): 48.702688
Ordenada al origen (B,): 0.014440
Desviacion Estandar de Regresion (Syy): 0.020739
Desviacion Estandar de la Pendiente (Sp.): 0.831234
Limite Superior IC para la Pendiente (IC(B.): 50.426667
Limite Inferior IC para la Pendiente (IC(B1): 46.978708
|Coeficiente de Determinacién (R%): 0.993632
Limite de Deteccion: 0.001405 mg/mL
Limite de Cuantificacion: 0.004258 mg/mL

Anexo 10. Datos obtenidos de la curva de cuantificacién del dia 1 para RS-PZQ en medio de HCI pH 1.2.
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No. [Nivel (%) {nf; ;:;:I'_} Ab;;fg;gc'a x? v? XY
1 40 0.001 0.06025361 0.000001 0.003630498 0.000060
2 40 0.001 0.06161547 | 0.000001 0.003796466 | 0.000062
3 40 0.001 0.0588816 0.000001 0.003467043 | 0.000059
1 60 0.002 0.10015477 | 0.000004 0.010030978 | 0.000200
2 60 0.002 0.09718021 | 0.000004 0.009443993 | 0.000194
3 60 0.002 0.10270749 | 0.000004 0.010548829 | 0.000205
1 80 0.003 0.15758266 0.000009 0.024832295 0.000473
2 80 0.003 0.15739468 0.000009 0.024773085 0.000472
3 80 0.003 0.1605864 0.000009 0.025787992 0.000482
1 100 0.005 0.25934711 0.000025 0.067260923 0.001297
2 100 0.005 0.2572133 0.000025 0.066158682 0.001286
3 100 0.005 0.25867295 | 0.000025 0.066911695 | 0.001293
1 120 0.008 0.41644141 | 0.000064 0.173423448 | 0.003332
2 120 0.008 0.41634911 | 0.000064 0.173346581 0.003331
3 120 0.008 0.43266928 | 0.000064 0.187202706 | 0.003461
1 120 0.010 0.56724179 | 0.000100 0.321763248 | 0.005672
2 120 0.010 0.5688194 0.000100 0.323555510 0.005688
3 120 0.010 0.56531096 0.000100 0.319576481 0.005653
1 120 0.013 0.65512025 0.000169 0.429182542 0.008517
2 120 0.013 0.66552299 0.000169 0.442920850 0.008652
3 120 0.013 0.66864514 0.000169 0.447086323 0.008692
1 120 0.016 0.79228011 0.000256 0.627707773 0.012676
2 120 0.016 0.7603821 0.000256 0.578180938 | 0.012166
3 120 0.016 0.77232156 | 0.000256 0.596480592 | 0.012357
IX: 0.174000 Promedio X: 0.007250
ZY: 9.012694 Promedio Y: 0.3755238
X’ 0.001884 Promedio X*: 0.000079
£YZ: 4.937 Promedio Y*: 0.206
ZXY: 0.096282 Promedio XY: 0.004012
Pendiente (B4): 49.702086
Ordenada al origen (B,): 0.015189
Desviacion Estandar de Regresion (Sxy): 0.025921
Desviacion Estandar de la Pendiente (SB4): 1.038924
Limite Superior IC para la Pendiente (IC(B4): 51.856814
Limite Inferior IC para la Pendiente (IC(B,): 47.547359
Coeficiente de Determinacién (R?): 0.990479
Limite de Deteccion: 0.0017210 mg/mL
Limite de Cuantificacion: 0.0052153 mg/mL

Anexo 11. Datos obtenidos de la curva de cuantificacion del dia 2 para RS-PZQ en medio de HCI pH 1.2.
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TIEMPO CISTICID® F15 ABS(R-T) (R-T)2 R-T |PROMEDIO

Minutos % Disuelto | % Disuelto
2 min 37.2% 13.99 23.21 538.75 23.21 25.60
5 min 48.8 % 26.89 21.87 478.17 21.87 37.82
10 min 56.2 % 34.98 21.20 449,39 21.20 45,58
15 min 65.4 % 39.62 25.73 662.02 25.73 52.49
20 min 68.0 % 40.92 27.07 732.56 27.07 54.45
30 min 72.7 % 44.63 28.09 789.02 28.09 58.67
45 min 87.0 % 49.89 37.14 1379.09 | 37.14 68.46

SUMATORIA| 435.22 250.92 184.30 5029.00 |184.30 49,01
n 7
(R-T)2/n 718.4285 Factor de Diferenciafl= 73%
1/RAIZ 3.7283 Factor de Similitud f2=  29%

Anexo 12. Factor de similitud f2 y factor de diferencia f1 calculados para comparar los perfiles de disolucion
(condiciones no saturadas) entre la forma comercial de RS-PZQ CISTICID® y el cocristal de R-PZQ:L-Mal
(F15).

TIEMPO CISTICID® Fid |R-T]| (R-T)2 R-T |PROMEDIO
Minutos % Disuelto | % Disuelto
2 min 37.2 32.97 4.23 17.91 4.23 35.09
5 min 48.8 52.60 3.84 14.77 -3.84 50.68
10 min 56.2 65.41 9.23 85.11 -9.23 60.80
15 min 65.4 74.91 9.55 91.29 -9.55 70.13
20 min 68.0 75.46 7.47 55.86 -7.47 71.72
30 min 72.7 79.80 7.08 50.12 -7.08 76.26
45 min 87.0 84.49 2.54 6.45 2.54 85.76
SUMATORIA| 435.22 465.63 43.95 321.52 -30.40 64.35
n 7
(R-T)2/n 45.9308 Factor de Diferenciafl= 9%
1/RAIZ 14.5972 Factor de Similitud f2=  58%

Anexo 13. Factor de similitud f2 y factor de diferencia f1 calculados para comparar los perfiles de disolucion
(condiciones no saturadas) entre la forma comercial de RS-PZQ CISTICID® y el hemihidrato de R-PZQ
formulado con HPC 0.3 por molienda (F14).
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