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INTRODUCCION

La investigacion en el area farmacéutica se ha enfocado a mejorar las
propiedades fisicas, quimicas y de biodisponibilidad, asi como la estabilidad de
los medicamentos ya existentes. Un ejemplo lo representan el uso de las
ciclodextrinas en la industria farmacéutica debido a su gran potencial de

aplicacién, ayudando a resolver problemas de solubilidad.

Los farmacos administrados por las diferentes vias pueden ser complejados, con
ello se modifican sus propiedades fisicas y quimicas. También se incrementa la
solubilidad en agua asi como la velocidad de disolucion de farmacos poco
solubles, con lo que aumenta la biodisponibilidad y se alcanzan niveles
sanguineos mas altos, existiendo asi la posibilidad de reducir la dosis e

incrementar la eficiencia terapéutica.

Las ciclodextrinas son moléculas constituidas por 6 unidades de D-glucosa (alfa
—ciclodextrina), siete (beta- ciclodextrina) u ocho (gamma-ciclaodextrina). Una
ciclodextrina admite en su interior lipofilico una molécula no polar como huésped,
el acomodo depende de la polaridad, asi como del tamafio de la ciclodextrina que
en particular se use. El exterior hidrofilo del complejo que resulta le confiere
solubilidad en agua. Debido a esta caracteristicas esta se pueden formar

complejos de inclusion con diversas moléculas.



Complejo Ketoconazol/ HP-3-CD

Casi todas las aplicaciones de las ciclodextrinas involucran la formacion de
complejos de inclusion ; estos son relativamente estables y pueden separarse en
forma mas o menos pura como sustancias cristalinas que se aprovechan

directamente.

Eil ketoconazol es un antimicdtico usado en infecciones sistémicas y posee baja
solubilidad. En estos pacientes los efectos secundarios se ven acentuados ya que
deben consumir el medicamento por tiempo prolongado para alcanzar su nivel de
actividad. Debido a lo anterior se han realizado diversos estudios que han
revelado que el ketoconazo! presenta un elevado nivel de irritabilidad gastrica,

aunado a su potencia antimicotica en dosis de 200 a 600mg/dia.

El objetivo del presente trabajo es mejorar la solubilidad del ketoconazol, frente a
micosis sistémicas que requieren consumir el medicamento por tiempo
prolongado, mediante la formacién de un complejo de inclusion de ketoconazol
con HP-B-CD, en el cual pudiera presentar mejores caracteristicas de solubilidad ,

a fin de reducir la irritabilidad gastrica del principio activo.
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Se realizdé un estudio de solubilidad de fase para determinar las condiciones
optimas de formacion de complejo y la constante de formacién del mismo. De los
resultados obtenidos se determinaron las cantidades para formar un complejo por
mezcla fisica, elegido después de realizar un estudio comparativo entre diversos
métodos. El producto obtenido y las materias primas se caracterizaron utilizando
las técnicas espectroscopia de la region ultravioleta(UV), espectrofotometria

infrarroja (IR) y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Se realizé una comparacién de la solubilidad entre el complejo y el farmaco sin
complejar. Obteniéndose los valores de 268.4118mg/10mL. para el complejo y
201.0440mg/10mL para el farmaco sin complejar; observandose un aumento en
la solubilidad del ketoconazol. En los espectros de las técnicas utilizadas se

observan cambios significativos.
Es posible, con los resultados obtenidos, que al aumentar la solubilidad se

reduzca la irritabilidad gastrica del ketoconazo! beneficiando a los pacientes que

consumen este medicamento por periodos prolongados.

9.
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1. MATERIAS PRIMAS

1.1.KETOCONAZOL
1.1.1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

| ]
| :{2 -
—_ ~Cl
CH,.CO—N N—@—Q-CH,—(C\S’ . ,

" FIGURA 1. ESTRUCTURA QUIMICA DEL KETOCONAZOL
a)Nombre comun : KETOCONAZOL
b)Nombre quimico :Cis-1-acetil-4-(4-((2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-imidazol-1-ilmetil)-

1,3-dioxalan-4-il) metoxifenilpiperazina.

c)Formula condensada :C2sH28Cl 2N4O4

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

d) Peso molécular : 531.4 g/mol.

e)Punto de fusién : 146 °C.
f)Apariencia : Polvo blanco o ligeramente amarillo, libre de materia extrafia.
Soluble en cloroformo, metanol, acido cloridrico diluido, casi insoluble en agua,

ligeramente soluble en éter.

-10-
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g)Espectro UV: Medio acido acuoso a 269 nm ; medio alcalino acuoso 287 nm ,
metano! a 244nm.
h)Espectro de IR: Los principales picos se observan a en la bandas de

1507 ,1640,1258,1200,1221 cm™

1.1.2. GENERALIDADES

El ketoconazol es un derivado imidazélico que interfiere en la formacion del
esterol de la membrana plasmatica del hongo. Es muy eficaz en la candidiasis
mucocutanea cronica, dermatofitosis antimicdtico y en las infecciones fungicas

sistémicas leves como la histoplasmosis y la blastomicosis. (1.2

Este antimicotico sintético inhibe el desarrollo de los hongos al bloquear la
biosintesis de los lipidos micoticos, en especial el ergosterol en las membranas

celulares y tal vez por medio de otros mecanismos.

También se ha encontrado que se usa como antiandrégeno, inhibiendo la sintesis
de glucocorticoides y andrégenos en glandulas suprarrenales, se demostrd que
inhibe la enzima del ovario humano, se ha usado en forma experimental para
tratar el hirsutismo en mujeres y el carcinoma prostatico en varones. Los varones
tratados con ketoconazol a menudo desarrollan ginecomastia, reversible durante
su administracion, esta puede deberse al incremento demostrado de la porcién

estradiol: testosterona. (1.3 4
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1.1.3. INDICACIONES TERAPEUTICAS.

Las tabletas estan indicadas en infecciones de la piel, pelo y ufas inducidas por
dermatdéfitos y/o levaduras, cuando éstas infecciones no pueden ser tratadas
topicamente por el sitio o extension de la lesion o profundidad de la afeccién de
la piel, o si han fallado en responder a la terapia topica. Los 6vulos estan
indicados en el tratamiento local de candidiasis vulvovaginal aguda o cronica. La
crema esta indicada para la aplicacién tépica en el tratamiento de las infecciones

ya mencionadas. (3)

1.1.4. FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA.
Es un antimicético de amplio espectro que actua eficazmente contra una amplia
variedad de dermatdfitos, levaduras (Candida, Pityrosporum, Torulopsis,

Cryptococcus),hongos dimorfos , hongos diversos y eumicetos.

La disolucion del Ketoconazol requiere de un medio ambiente acido, se absorbe
por todas las vias incluyendo la digestiva, y en el hombre se produce el pico de
concentracion plasmatica alrededor de las 2 horas, después de la ingestion y con
la dosis de 200mg, donde alcanzan niveles plasmaticos medios de 3.5ug/mL en

la primera o segunda hora post- administracién oral . (2.3.5)

e]2-
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La eliminacion depende de la dosis, la vida media es de unos 90 minutos después
de una dosis de 200mg; pero aumenta a casi 4 horas cuando se administran 800

mg. En la orina aparece una minima cantidad de droga inalterada.

Después de la absorcion del ketoconazol por el tubo digestivo es convertido en
varios metabolitos inactivos.Los principales caminos metabdlicos identificados
son oxidacion y degradacién de los anillos imidazélico y piridinico, dealquilacién
oxidativa e hidroxilacion aromatica. Aproximadamente el 13% de la dosis se
excreta por la orina, y de! 2% al 4% no presenta cambios. La principal ruta de

excrecion es la biliar.

La unién in vitro a proteinas es de 99% principalmente a albumina. Una
insignificante proporcion de ketoconazol llega al liquido cerebroespinal.
Ketoconazol es un agente basico y por ello requiere de un medio acido para su

disolucion y absorcion.

1.1.5. DOSIS Y VIA DE ADMINISTRACION.

Los adultos en infecciones de la piel, gastrointestinales e infecciones sistémicas,
deben tomar 200 mg una vez al dia con los alimentos. Cuando la respuesta
obtenida con esta dosis no sea la adecuada, esta debera incrementarse a 400 mg

una vez al dia. (g

«13-
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Para los nifios de menos de 15 kg la dosis sera de 20 mg , tres veces al dia con
los alimentos. Los nifios entre 15 y 30 kg , 100 mg una vez al dia con los
alimentos. Nifios de mas de 30 kg, se aplica la dosis para aduitos. La duracion del
tratamiento para infeccion en ufias va desde 6 a 12 meses y para infecciones del

cabello de 1 a 2 meses. (6)

1.1.6. CONTRAINDICACIONES.

No debe de ser administrado a pacientes con enfermedad hepatica aguda o
crénica o con hipersensibilidad conocida a los componentes de la formula.

Esta contraindicada la administracion de ketoconazol con los siguientes
medicamentos: terfenadina, astemizol, cisaprida, triazolam, midazolam oral,

quinidina.

Disminucién de la acidez gastrica:

La absorcién se ve perjudicada cuando se disminuye la acidez gastrica.En
pacientes que también reciben medicamentos que neutralizan la acidez gastrica
estos deben de ser administrados por lo menos 2 horas antes de la toma del
ketoconazo!. En pacientes con aclorhidria, VIH y supresores de la secrecién
acida es aconsejable administrar el ketoconazol con bebidas de cola. (7)

Es importante advertir al paciente en tratamiento crénico con ketoconazol, de
sintomas de dafo hepatico como fatiga anormal, fiebre, orina oscura, heces
palidas o ictericia. Los factores que incrementan el riesgo de hepatitis son:
mujeres de mas de 50 afos, antecedentes de dano hepatico, intolerancia

14-
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conocida al medicamento, tratamiento a largo plazo y uso concomitante de

medicamentos que afectan al higado. (n

Una evaluacién sobre el riesgo/beneficio debera realizarse antes de utilizar
ketoconazol en enfermedades que no ponen en peligro la vida y que requieren

tratamientos por periodos prolongados.

1.1.7. REACCIONES SECUNDARIAS Y ADVERSAS.

Las reacciones adversas mas frecuentes reportadas en asociacién con el uso de
ketoconazol fueroﬁ de origen gastrointestinal, como dispepsia, nausea, dolor
abdominal y diarrea. Reacciones adversas reportadas menos frecuentes incluyen
cefalea, incremento reversible de las enzimas hepaticas, transtornos menstruales,
vértigo , fotofobia, parestesia y reacciones alérgicas. Reacciones adversas
reportadas con muy baja frecuencia son: trombocitopenia, alopecia, impotencia e
incremento reversible de la presion intercraneal.

Con dosis mayores que la dosis terapéutica recomendada de 200 a 400mg diarios
se han reportado casos aislados de ginecomastia y oligospermia reversibles.Con
dosis de 200 mg una vez al dia, se puede observar una disminucién transitoria de
los niveles de testosterona en plasma que se normalizan dentro de las 24 horas
después de la administracion de ketoconazol. En tratamientos a largo plazo a esta
dosis, los niveles de testosterona no son significativamente distintos de los

controles. (s,8)

-15-
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1.2. HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA.

Figura 2. estructura qu'imica de la HP-B-CD

1.2.1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS.

a)Nombre quimico : 2- Hidroxipropil-beta-ciclodextrina

b)Férmula condensada : CasH77036
c)Peso molecular :1193 g/mol.
d)Obtencién :La B-ciclodextrina se hidroxila para formar la HP-B-CD. La
sustitucion puede ser en las posiciones 1,2 6 3.

e)Apariencia : Es un poivo amorfo blanco .

f)Solubilidad :Mas de 500mg/mL en agua a temperatura ambiente; en proporcion
de mas del 75% v/v puede ser usado. Soluble en etanol en una solucion 50-60%
de etanol ( al 95%). La solubilidad en metanol y etanol se ve favorecida al formar
complejos con algunos farmacos.

g)Dosis maxima : No es toxica después de una administracion oral, en dosis

menores a 500mg/Kg ; y por via intravenosa en soluciones al 5% durante 4 dias.

- 16 -
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1.2.2. CARACTERISTICAS IMPORTANTES DE LA HIDROXIPROPIL-B-
CICLODEXTRINA

La HP-B-CD es un derivado de la ciclodextrina y recientemente ha sido
incorporado a las formulaciones usadas por animales y humanos. Este
compuesto presenta pocas reacciones adversas reportadas. Al formar complejos
con la HP-B-CD se incrementa la solubilidad del! farmaco linealmente. Puede
formar complejos con farmacos de peso molecular alto, debido a los grupos
sustituidos. L.as propiedades que proporcione al formar un complejo dependeran
del farmaco del que se trate. Se ha observado que la estabilidad de un complejo
es proporcional al caracter hidrofdbico de sus sustituyentes. La presencia de
grupos metilo o etilo incrementan la estabilidad del complejo debido a su baja
polaridad. La HP-B-CD posee cavidades en las cuales dado el peso molecular del
ketoconazol este puede entrar y formar el complejo. Dadas las interacciones y la

polaridad de ambos estos es posible. 9, 10)

-17-
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1.2.3. TOXICIDAD

Administrado por via parenteral a humanos en dosis de 0.5g/kg/dia IV como
solucion en agua al 5% vy por via oral se administré a 4 sujetos (3 hombresy 1
mujer) una dosis de 100mg en tableta sublingual. Después de la administracion
no se observaron efectos adversos significativos por ninguna de las vias de

administracion. (10,11)

En estudios de toxicidad cronica sistémicos y subcutaneos la HP-B-CD se
observaron alteraciones después de la administracion de 200mg/kg en algunas
ratas y monos. Al administrar [as dosis de 15g/kg y 10g/kg respectivamente a

los animales del experimento, la dosis no fue letal para los monos. (11)

La HP-B-CD no es toxica después de una administracion oral, parenteral e
intravenosa para diferentes especies. La solucion de HP-B-CD no irrita los ojos de
los conejos al aplicarse sobre estos, no irrita la piel de los humanos, ni afecta el

cerebro al ser inyectado en los animales estudiados.

La dosis maxima administrada de HP-§-CD en humanos fue de 500mg/kg, en
forma continua en una solucion acuosa al 5% para un individuo en 4 dias de
tratamiento. No se reportaron efectos adversos durante estos cuatro dias, ni

después que se siguid con la observacion. (11,12)

- 18-
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2. FORMACION DE COMPLEJOS CON HP-8-CD
S

2.1. FUNDAMENTACION

Un complejo surge a partir de dos especies unidas mediante un enlace no
covalente y presenta una estequiometria sustrato ligando definida. Donde el
sustrato es la especie que interactia y cuyas propiedades fisicas o quimicas
seran observadas experimentalmente, siendo el ligando la molécula que
interactua con el sustrato y cuya concentracion sera la variable independiente en
el proceso experimental de formacion del complejo. Asi mismo el sustrato va a ser
incluido en la cavidad de la molécula del ligando sin afectar la estructura de éste.
Una caracteristica importante del ligando es la capacidad para formar una
estructura con espacios libres cuyas dimensiones permitiran la inclusién de otra

molécula. (s.12)

La formacién de los complejos no depende de la afinidad quimica o de la
presencia de ciertos grupos , pero si de un arreglo espacial adecuado. Dadas las
caracteristicas de la hidroxpropil-B-ciclodextrina, ésta puede interactuar con una
gran cantidad de moléculas. Casi todas las aplicaciones de las ciclodextrinas
involucran la formacion de complejos de inclusion ; estos son relativamente
estables y pueden separarse en forma mas o menos pura como sustancias
cristalinas, que se aprovechan directamente, por ejemplo : complejos de farmacos

y saborizantes.
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2.2, REQUERIMIENTOS PARA FORMAR UN COMPLEJO

Existen una serie de factores técnicos que van a limitar la formacion de
complejos. Los requisitos principales se deben cumplir son los relacionados a las
propiedades del farmaco, los cuales van a determinar ia estabilidad y demas
propiedades del complejo formado.

Estos requisitos son :

a)Solubilidad del farmaco: debe ser menor a 10mg/mL

b) El punto de fusidn debe ser menor de 250°C

c) La estructura debe estar formada por no mas de 5 anillos condensados

También se debe de considerar la geometria de la molécula, ya que estas
caracteristicas quimicas son un factor decisivo para determinar que tipo de
moléculas pueden penetrar en la cavidad de ia HP-B-CD, fa molécula que va a
penetrar debe ser compatible con las dimensiones de su cavidad. Es posible ia
formacion de complejos con moléculas significativamente mas grandes que la

cavidad de la ciclodextrina, sélo que Unicamente grupos penetran en ella.

A pesar de que la geometria de las moléculas es un factor determinante en la
formacion de complejos, se ha encontrado que con moléculas de similar tamario
no se forman complejos de estabilidad similar, esto se debe a que las

caracteristicas idnicas de |a molécula también son determinantes. (13)
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2.2.1. POLARIDAD Y GEOMETRIA DE LA MOLECULA

El grado de complejacion ademas depende de la polaridad de la molécula a
incluir, generaimente con moléculas que son fuertemente hidrofilicas y con un alto
grado de hidratacion o grupos ionizables, es dificil formar el complejo o soélo se
forma parcialmente. De lo anterior se deduce que sélo las moléculas con una
polaridad menor que el agua se pueden compiejar satisfactoriamente con
ciclodextrinas. Una ciclodextrina admite en su interior lipofilico una molécula no
polar como huésped ; obviamente la bondad del acomodo de la molécula huésped
depende de su tamafo y polaridad, asi como del tamafio de la ciclodextrina

particular que se use.

Una medida de cohesion entre las moléculas de una sustancia cristalina es el
punto de fusion ; cuando éste es mas alto que 250°C generalmente no es posible
preparar complejos estables por lo que es importante destacar el efecto de la
presencia de ciertos grupos funcionales en el complejo. Se ha observado que la
estabilidad de un complejo es proporcional al caracter hidrofobico de sus
sustituyentes, la presencia de grupos metilo o etilo incrementan la estabilidad del
complejo debido a su baja polaridad. Se sugiere que las especies idnicas deben
estar en su forma no inozada, ya que en ocasiones se favorece la formacién de
los complejos. El exterior hidréfilico del complejo le confiere solubilidad en agua.
Estas caracteristicas son las que le permiten a las ciclodextrinas formar complejos

de inclusidn, que son la base del encapsulamiento molecular. (14)
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2.2.2. MEDIOS DE PREPARACION.

Para preparar complejos en ocasiones, no es necesaria la presencia de solventes
para formar un complejo , basta mezclar los polvos de la sustancia a incluir con la
HP-B-CD. La complejacién se prefiere realizar en presencia de algin medio
liquido, en el cual resulta un proceso relativamente rdpido, sin embargo se ha
observado que sustancias muy solubles en agua son sélo débilmente
complejadas ; siendo las parcialmente solubles las  preferidas para la

complejacion. (11,15)

Para alcanzar un equilibrio en solucién se necesitan periodos de tiempo muy
largos o la sustancia a incluirse debe ser previamente disuelta en algun solvente
organico ; es aqui donde el empleo de cualquier solvente se ve restringida .Se
recomienda usar solventes de bajo peso molecular, tales como metanol,
etilenglicol, glicerina ,etc., la gran mayoria de los solventes organicos no pueden
ser empleadas pues existe la posibilidad de que se formen complejos estables
con las ciclodextrinas, como piridina y tolueno.En algunos casos los residuos de
solvente no pueden ser removidos pues forman parte integral del producto
apareciendo como un complejo entre el solvente y la ciclodextrina. Esto
generalmente ocurre con el etanol del 0.01% al 2% del soivente puede formar
complejo.Las moléculas muy poco solubles en agua, no se pueden complejar a
ninguna concentracion o ningun tiempo, sin el empleo de un solvente organico.
La presencia de solventes deshidratantes favorecen el aislamiento del producto
cristalino. La filtracién y el secado del complejo aislado es mas rapido y el
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producto obtenido es un polvo fino. Sin el empleo de éstos solventes, la filtracion
en muchos casos es lenta y después del secado se forman hojuelas duras que es
necesario pulverizar mecanicamente. ( 16)

Un factor muy importante a considerar es el pH del medio, ya que de éste
dependera el grado de ionizacién de una molécula, lo que se ve reflejado al
formarse un complejo con maxima estabilidad. Para algunos principios activos se
ha observado que la constante de maxima estabilidad de los complejos se
encuentra cerca al valor de pka. Igualmente el pH va a determinar el grado de
cristalizacion y por lo tanto la posibilidad de separar el complejo de su medio de

preparacion. (10,17)

2.2.3. FUERZAS DE INTERACCION.

Se cree que los complejos anfitrion-huésped se forman gracias a las interacciones
hidrofébicas y dipolo-dipolo, asi como a la accidon de las fuerzas de Van der
Waals y enlaces de hidrégeno. Por eso, es necesario saber cuales son las
fuerzas de interaccién presentes, ya que se requieren para que estabilicen o den
la posibilidad que la interaccion persista. En este proceso se requiere favorecer
con energia a la moléculas, dadas las caracteristicas hidrofébicas de la cavidad
de la HP-B-CD. Dependiendo de las caracteristicas del sustrato, son las fuerzas
involucradas, resultado de diversos efectos tales como :

1) Que moléculas de sustrato sustituyan a las del agua, para favorecer

energéticamente la interaccion apolar-apolar.
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2)Fuerzas de Van der Waals entre e! ligando y el sustrato.

3)Establecimiento de puentes de hidrogeno.

4)Contribucion de 1a energia liberada en la relajacion del anillo de la HP-B-CD.
Estos factores pueden involucrarse dependiendo del medio de

preparacion. La estabilidad de un complejo aumenta proporcionalmente a la

basicidad del sustrato, ya que las cavidades de la HP-8-CD actuan como base de

Lewis.

CAVIDAD DE LA HP-B-CD COMPLEJO

FIGURA 3. Representacién del proceso de compilejacion
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2.3. METODOS DE FORMACION DE COMPLEJOS.
La formacién de complejos de inclusidon puede realizarse en fase sélida, en

solucién y por otros métodos.

2.3.1METODO DE COPRECIPITACION (PREPARACION EN SOLUCION)

Este método se utiliza para formar complejos en solucién, es importante destacar
que el solvente que se utiliza puede formar el complejo solvente- ciclodextrina. La
mezcla sustrato - HP-3-CD (1 :1) se disuelve en etanol al 50% el solvente se
evapora Yy se deja secar a una temperatura de 50°C durante 24 horas. Con este
método no deben emplearse altas concentraciones de farmaco y de HP-B-CD

dado que es posible la precipitacién de los cristales puros. @, 10)

2.3.2. METODO AMASADO

Este método es usado cuando el fArmaco es poco soluble en agua. En este caso
se emplea una minima cantidad de agua sin el empleo de ningin solvente o
empleando una pequefia cantidad de etanol para suspender la sustancia a
complejar. (19)

Una solucion acuosa de etanol al 50% se adiciona a la mezcla de sustrato/HP-f-
CD (1:1) hasta que se obtenga un producto en crema y sea homogénea. Esta
mezcla se transfiere a un mortero y se amasa por 15 minutos después se seca en

una estufa a 50°C y se obtiene el proceso completo. (9)
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La pasta que se forma por este proceso se amasa mecanicamente por un periodo
de 2 a 4 horas, después se deja secar para ser pulverizada nuevamente y obtener
un polvo. Con este método se tiene la ventaja de recuperar airededor del 98% de

sustancia complejada.

2.3.3. METODO DE PREPARACION EN FASE SOLIDA (MEZCLA FiSICA)

Cuando el farmaco a complejar es altamente susceptible a la hidrolisis, los
métodos que se han mencionado no son aplicables. Se ha demostrado que es
posible la interaccion de la HP-3-CD con algunos farmacos realizando unicamente
un proceso de molienda en seco o simplemente un mezclado fisico. (o) Estos
procedimientos son muy similares; se mezclan las cantidades estequiométricas
establecidas y se realiza ( dependiendo del proceso que desea seguir) un
proceso de mezclado por volteo, vibracidon, etc, o moienda de la mezcla en un

molino Braun, que es el equipo adecuado. (16)

2.4. ESTABILIDAD

En el caso de los complejos formados con HP-B-CD, cualquier efeclo que se
origine en un principio activo a consecuencia de su formacién depende
directamente de la constante de estabilidad. A su vez esta se encuentra en
funcién de las especies en solucion y la relacién estequiométrica que

establezcan entre si. (20)
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En soluciones diluidas generalmente prevalece una estequiometria 1:1, sin
embargo, a altas concentraciones o con ciertos farmacos es posible que se

establezcan otros equilibrios tales como :

F+ HP-B-CD &= F1 HP-B-CD

F HP-B-CD + F ©= F2 HP-B-CD

F2 HP-B-CD + HP-B-CD &= F2 HP-B-CD 2

F HP-B-CD + HP-B-CD ©eF1 HP-B-CD 2
Donde F=indica a los farmacos
El tipo de estequiometria que prevalece esta en funcion del comportamiento del
sistema y del tipo de andlisis que se realice para determinarla.
Al reportar el valor de la constante de estabilidad y para que este no sea
ambiguo, debe indicarse la temperatura y el pH, ya que este valor se ve afectado

por ambos factores. (20,21)

2.4.1.SOLUBILIDAD
El método de solubilidad es una de las técnicas existentes para determinar la
constante de estabilidad de un complejo. Si se tiene el principio de que en el
equilibrio la solubilidad de un farmaco puro, en un solvente dado a temperatura
constante, es una cantidad caracteristica de dicha sustancia, y este, es utilizado

como criterio de identificacion y pureza.
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Diagrama de solubilidad de fase tipico
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FIGURA 4. Diagrama de solubilidad de fase

Para determinar experimentaimente esta solubilidad, se colocan sucesivas y
crecientes cantidades de farmaco en diferentes ampolietas de vidrio a las que se
les adiciona un volumen constante de solvente en el cual es solo ligeramente
soluble; se llevan los sistemas a equilibrio por agitacion prolongada y a
temperatura constante. Se analizan las soluciones sobrenadantes y se calcula el
contenido total de soluto. Se traza un diagrama de solubilidad de fase,
representando la cantidad de farmaco encontrado en solucidon por unidad de
volumen en funcion de la cantidad de farmaco afnadido. La gréfica implica que a
lo largo del segmento ascendente todo el farmaco se encuentra disuelto, siendo la
pendiente igual a uno (m=1 ). La solucién llega ala saturacion por lo que una
adicion posterior no incrementa la concentracion de la solucion y la pendiente se
vuelve casi cero. La extrapolacion ai eje Y determina la solubilidad maxima det
farmaco. Es importante determinar con exactitud este valor, ya que se emplea en

la determinacion del valor de la constante. (16.20)
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El procedimiento experimental para calcular el valor de la constante consiste en
determinar la solubilidad molar total del farmaco en funcion de la concentracién
molar total de HP-B-CD a una temperatura y fuerza idnica constante. Estos se
realiza preparando varias ampolletas que contengan una cantidad igual de
farmaco en considerable exceso a su solubilidad, se les adiciona un volumen fijo
de solvente el cual contiene diferentes concentraciones de HP-3-CD que se iran
incrementando. El sistema se lleva al equilibrio por agitaciéon en un bafio de agua
a temperatura constante, esto cominmente toma de 1 a 2 dias aunque en algunos
casos llega a necesitarse 1 62 semanas. Después se analiza la fase en solucién
para determinar la concentracién total del farmaco sin importar el estado
molecular en que el farmaco se encuentre. (20)

Cuando sé grafica la premisa basica (cantidad de sustrato adicionada vs.
Cantidad de sustrato recuperada) si se observa un incremento en la solubilidad,
se debe a que se formd un complejo soluble. La presencia de farmaco adicionado
en exceso durante todo el estudio, asegura que el potencial quimico, la actividad
de!l farmaco libre en solucién y la concentracidn es una constante. Si esto se
cumple se observa un comportamiento lineal de 1er orden en funcién de la
concentracion molar total de ciclodextrina. En algunos farmacos se observa
desviacion del comportamiento lineal cuando la solubilidad del farmaco se
incrementa maés rapidamente que la concentracion de la ciclodextrina o
viceversa. En este caso la estequiometria sustrato ligando no es constante. (20, 21)
Un incremento lineal se observa cuando a medida que aumenta la concentracion

de la ciclodextrina, aumenta la solubilidad del farmaco hasta un limite. (20)
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2.4 2.CONSTANTE DE ESTABILIDAD
Tomando en consideracion el tipo de diagrama obtenido en el estudio de
solubilidad de fase, se asume que se formé un complejo con estequiometria
(1:1); las expresiones para el balance de masa (considerando las especies
presentes durante la experimentacion) son :
a)Para el farmaco
St=S +SL
b)Para la HP-3-CD
Lt=L + SL
St= concentraién total def farmaco
S= concentracién del farmaco libre
Lt= concentracion total de la HP-3-CD

SL= Concentracién del farmaco complejado

Se ha indicado que el célculo de la pendiente se realiza considerando la parte
lineal de los diagramas de solubilidad, empleando los valores de la pendiente y el
intercepto. E! calculo de la pendiente: se obtiene como sigue: la concentracion del
farmaco en una soluciéon saturada (S) que ha sido previamente determinada sin la
presencia de la HP-B-CD, es sustraida de la concentracion total del farmaco (St) y
se divide entre la concentracion total de la HP-B-CD (Lt). Al interpretar un
diagrama de solubilidad debe de recordarse que la solubilidad inherente a la
complejacion serd siempre constante, por o que el aumento en la solubilidad del

farmaco seré debida a la formacion del complejo.
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Para calcular a la pendiente, se utiliza la siguiente ecuacion:

m= Y2-Y1/X2-X1
Donde Y2 es la concentraciéon maxima, Y1 la concentracién del farmaco en una
solucién saturada sin presencia de HP-B-CD que es igual al valor obtenido por el
intercepto, X2 como la concentracion total de la HP-B-CD y X1 como cero.
Expresando en funcidn de la constante de equilibrio :

Kegq= m/ S(1-m)
Donde m es el valor de la pendiente ; $§ es la concentracion de farmaco libre y

Keq es la constante de equilibrio.

2.5METODOS PARA EVALUAR LA FORMACION DE LOS COMPLEJOS

Frecuentemente es posible encontrarse ante compuestos que no se pueden
complejar o que lo pueden hacer en solucion pero no en estado sélido. Dado que
es posible que el producto obtenido en el proceso de preparacién en solucion,
sea solamente una mezcla finamente dispersada del sustrato e HP--CD, o en
ofros casos una mezcla de sustrato no complejado e HP-3-CD hidratada sin
complejar ; es necesario determinar la cantidad de sustrato complejado en el
producto obtenido, baséndose en los cambios que se presenten en las
propiedades de la sustancia complejada. Dentro de los cambios mas facilmente
observables son los que ocurren en los espectros de UV, asi como de sus
propiedades cromatograficas y de reactividad. Estos cambios se toman como

indicativos de una complejacion. (2,22)
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2.5.1.ESPECTROSCOPIA DE LA REGION ULTRAVIOLETA
La regién de UV es de 200-400nm; se determina el espectro de absorcion
midiendo la absorbancia o transmitancia de una solucién en funcidén de la

longitud de onda o frecuencia de luz. Donde a= A/bc*.

*Ax absorbancia C= concentracidn engd,  a=absotividad en /g x cm-1, b=longitud de la cubeta en cm

En cuanto al analisis por UV, se infiere una complejacion cuando existen cambios
en la longitud de onda o en el coeficiente de extincion, de los valores obtenidos.
Para la determinacion del contenido de sustrato es aconsejable que el complejo

se disuelva en etanol al 50% vy diluirlo posteriormente en etanol puro.

Por esta técnica la cantidad de sustrato que es cuantificado puede estar total o
parcialmente complejado o sin complejar, para aclararlo se debe de recurrir al
empleo de las técnicas termoanaliticas. Generalmente los cambios que aparecen
en los espectros de UV son pequefios pero significativos. Usualmente se observa
un efecto batocrémico o ensanchamiento de la banda de absorcién, asi como un
cambio considerable en la intensidad de la absorcidn con aumento de la

concentracion de HP-3-CD . (20, 23)

2.5.2. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO
Una sustancia presenta un comportamiento térmico especifico. Los cambios de
fase se realizan por absorcion o liberacion de calor a temperaturas precisas y

caracteristicas de la sustancia estudiada.
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Las técnicas termoanaliticas son recursos Utiles para evaluar la verdadera
complejacion, debido a que estas técnicas se basan en, determinar los cambios
que ocurren en un compuesto sometido a un programa de temperatura, es de
esperar que cuando un farmaco se encuentre complejado, el comportamiento
normal ante las condiciones evaluadas va a verse modificado.

Empleando {a técnica DSC se ha observado que después de realizar los
termogramas caracteristicos de diferentes compuestos, existe la completa
desaparicion de los picos asignados a la evaporacion, fusién, descomposicion,
etc., permaneciendo uUnicamente las caracteristicas de la HP-B-CD . Este

comportamiento es atribuido a una verdadera complejacion. (2o, 24)

2.5.3.ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA

La espectrolotometria infrarroja es la técnica empleada para caracterizar
sustancias organicas soélidas y liquidas, se utiliza para asegurar la formacion de
complejos, complementando a otras técnicas. Dado que las bandas de la HP--
CD sélo cambian ligeramente cuando se forma un complejo. Sin embargo cuando
ya se ha evaluado la complejacion por alguna otra técnica, el cambio en la
intensidad y en la frecuencia de las bandas asignadas a los grupos funcionales
principales en el area de la huella digital, se toma como un hecho que confirma la

formacion de un complejo. (20,22, 23)
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3. APLICACIONES GENERALES DE LA HP-3-CD
e

Casi todas las aplicaciones de las ciclodextrinas involucran la formacion de
complejos de inclusion ; estos son relativamente estables y pueden separarse en
forma mas o menos pura coho sustancias cristalinas que se aprovechan
directamente. El empleo de las ciclodextrinas en la industria farmacéutica se debe
a su gran potencial de aplicacion, ayudando a resolver problemas dificiles a bajo

costo.

3.1. APLICACION EN EL AMBITO FARMACEUTICO.

Los farmacos administrados por las diferentes vias pueden ser complejados,

modificAndose sus propiedades fisicas y quimicas.

Los complejos en el area farmacéutica pueden ser utilizados para :

e Enmascarar o eliminar sabores y olores desagradables, disminuyendo a su
vez la incompatibilidad farmaco-excipiente.

e Favorecer la estabilidad fisica y quimica de principios activos que son
facilmente oxidables o hidrolizables, o que se descomponen en presencia de la
luz.

s Incrementar la solubilidad en agua asi como la velocidad de disolucion de
farmacos poco solubles, con lo que aumenta la biodisponibilidad y se alcanzan
niveles sanguineos mas altos, existiendo asi la posibilidad de reducir la dosis.

e Reducir ia hidrofobicidad del farmaco.
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A los farmacos relativamente insolubles. se les puede meiorar la solubilidad asi
como la velocidad de disolucién. Dependiendo de la constante de formacion del
complejo formado puede o no favorecerse la absorcion. En el caso de farmacos
lipofilicos, la forma complejada, en comparacién de la no complejada presenta
una mayor concentracion del farmaco disuelto en el intestino, resultando una
mayor biodisponibilidad, con un incremento en la actividad terapéutica.
Finalmente la irritacion local inducida por el consumo de un farmaco puede ser

reducida. (16, 25,26)

3.1.1. INCREMENTO DE LA SOLUBILIDAD.

Al formar un complejo con un farmaco poco soluble, las moléculas de este son
aisladas una de otra, desintegrandose facilmente bajo condiciones fisiolégicas. El
complejo obtenido es mas hidrofilico que el farmaco por si mismo, esto facilita la
humectacion y la desintegracién de la estructura cristalina, favoreciendo una
disolucién mas rapida del principio activo, incrementandose la posibilidad de que
se alcancen altas concentraciones con principios activos poco solubles, ya que el
medio de disolucién no necesita desintegrar la estructura cristalina del farmaco
sino sélo del complejo.

Un aumento en la solubilidad puede aumentar la biodisponibilidad de un principio
activo administrado oralmente, solo si la velocidad de disoluciéon es el paso
determinante del nivel de absorcidn. Si la velocidad de absorcion permanece
constante, al aumentar la solubilidad, los niveles plasmaticos se incrementaran
broporcionalmente.
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La concentracion plasmatica obtenida de ia administracion del farmaco depende
de la concentracion en el fluido gastrointestinal, o que a su vez esta controlado
por la velocidad de disolucion, la solubilidad y la constante de equilibrio del
complejo. Cuando el valor de |a constante de equilibrio del complejo es pequenia,
el grado de disociacién es tan elevado como para asegurar una alta
concentracion del farmaco libre a nivel gastrointestinal, dando como resuitado un
rapido incremento en la concentracion plasmatica maxima. Al incrementar el valor
de la constante, el grado de disociacion decrece, por lo que la concentracién del
farmaco a nivel gastrointestinal es baja. Sin embargo, se ha observado que en
cualquier caso siempre existe un cambic en la respuesta biolégica en
comparacion con el farmaco sin complejar. También se comprob6 que cuando se
adiciona la HP-3-CD por separado no existe cambio en el comportamiento del
farmaco. (11,13,18,25)

Los resultados sugieren que la complejacion con HP--CD es un medio efectivo
para incrementar la biodisponibilidad, siendo con esto posible el empleo de una

dosis menor, que traiga consigo menores efectos secundarios.(17,18)

3.1.2. EFECTO EN LA ESTABILIDAD FiSICA Y QUIMICA.

Los efectos en la estabilidad fisica y quimica reportados son: después de la
complejaciéon se reduce considerablemente la velocidad de descomposicion,
incrementandose el valor de la constante de estabilidad y el tiempo de vida

media, sin cambio en la caracteristicas organolépticas de los farmacos. (26, 27)
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3.1.3. DISMINUCION DE LOS EFECTOS ADVERSOS

La complejaciéon cambia las propiedades fisicas y quimicas de un farmaco,
debido a ello es de esperarse que los efectos adversos se vean disminuidos. El
complejo es menos téxico que el farmaco sélo, en algunos farmacos el efecto
adverso mas comun es la irritacion gastrica, que se ve disminuida al complejarse.

Especificamente la HP-B-CD, es de las ciclodextrinas con menor toxicidad. (12, 27)

3.1.4. EN FORMULACIONES

En los ultimos afos se ha empleado como excipiente en la fabricacién de tabletas
de compresién directa. (299 También es muy factible utilizar la HP-B-CD en
formulaciones de inyectables ya que al aplicarse por via parenteral o intravenosa
no presenta efectos nefrotdxico a diferencia de B-CD que es muy toxica. Favorece
la disponibilidad al formar un complejo, ya que se vuelve mas soluble. @o Los
complejos formados con la HP-B-CD se usan en sprays nasales, preparaciones

transdérmicas, supositorios y Ovulos. (27,28, 29)

3.2. INDUSTRIA COSMETICA

En esta area encontramos una variedad de aplicaciones, ya que se pueden
utilizar desde la formulaciéon de fragancias, hasta en cremas o champus. La
aplicacién estd encaminada a complejar esencias con la finalidad de

estandarizar y mejorar la estabilidad al evitar la adsorcién de agua. (z8)
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En la elaboracion de cosméticos puede sustituirse el empleo de almidén por la
HP-B-CD, evitando el crecimiento de microorganismos y el empleo de

conservadores, incrementando a su vez la estabilidad del producto.

3.3. INDUSTRIA ALIMENTICIA Y BIOTECNOLOGICA

En el drea alimenticia estd enfocada a la complejacién de saborizantes. En los
procesos microbiolégicos y enzimaticos de interés farmacéutico, se ha observado
que la presencia de la HP-B-CD, favorece la solubilidad del sustrato, por lo que se

incrementa el rendimiento del proceso, obteniendo productos de mejor calidad.

Una de las aplicaciones de la HP--CD en el ambito biotecnoldgico es en la
obtencién de pieles; aqui se han empleado antibidticos para prevenir la
contaminacion, que antes de ser adicionados con HP-B-CD tenian poco efecto
ya que eran poco solubles e inestables, lo cual se ve favorecido al formar

complejos de inclusion.

En los procesos biotecnoldgicos la HP-3-CD actia como controlador del proceso,
liberando la sustancia complejada a medida que aquella que queda libre se va

agotando, esto hace posible que el proceso sea mas efectivo y redituable. (2s, 20,

3t)
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3.4. INDUSTRIA AGROQUIMICA

La HP-B-CD es usada en formulaciones herbicidas, fungicidas e insecticidas
biodegradables. La funcion de la HP-3-CD es estabilizar o efectuar 1a liberacién
de ingredientes activos. Al emplear la liberacion controlada, las cantidades

empleadas se pueden reducir.

Los insecticidas por lo general son altamente hidrofébicos, y se ha observado que
pueden aumentar su grado y velocidad de disolucién cuando son complejadas
con HP-B-CD. El olor desagradable de los insecticidas se elimina al complejarse
con la HP-B-CD, sin perderse su actividad. Se ha comprobado que la estabilidad,
de los complejos que se forman entre la HP-B-CD vy los insecticidas, aumenta
considerablemente; dado que su descomposicién por oxidacion, calentamiento o

fotdlisis se ve retrasada. (12,31, 32)
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El ketoconazol es un antimicotico usado en infecciones sistémicas y posee baja
solubilidad ; debido a ello el tratamiento dura algunos meses. Por lo anterior, se
han realizado diversos estudios ‘revelan que el ketoconazol presenta un elevado
nivel de irritabilidad gastrica, aunado a su potencia antimicética en dosis de 200
a 600mg/dia. Dicha irritabilidad se incrementa ya que la dosis es administrada

durante un tiempo prolongado que se emplea para alcanzar su nivel de actividad.

La HP-B-CD es la molécula ideal para formar un complejo con el ketoconazol
debido a sus caracteristicas fisicoquimicas - punto de fusién, geometria vy

estructura de la molécula, polaridad, solubilidad del farmaco y peso molecular-.
Por lo anterior y de acuerdo a las caracteristicas del ketoconazol se tratara de

formar el complejo con HP-B-CD por diferentes métodos , para incrementar la

solubilidad del farmaco.

-40-



Compiejo Ketoconazol/ HP-£-CD

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Formar el complejo de inclusion de ketoconazol con HP-B-CD, empleando
diferentes métodos para ello y caracterizarlos utilizando las técnicas UV, IRy

DSC, para incrementar la solubilidad del ketoconazol.

5.2.0BJETIVOS PARTICULARES

o Tipificar las propiedades fisicas del ketoconazol y de la HP-B-CD usando las
técnicas UV, IRy DSC.

» Preparar complejos utilizando los métodos de amasado, mezcla fisica y
coprecipitado, determinado las condiciones dptimas de formacion del complejo.

* Realizar las pruebas de identificacion a los complejos mediante las técnicas
analiticas mencionados y elegir el complejo en el que se ve favorecida la
solubilidad.

« Evaluar la solubilidad del farmaco complejado con respecto a ia solubilidad del

farmaco solo.
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6. HIPOTESIS

De acuerdo con las caracteristicas de peso molecular, solubilidad, geometria de
la molécula y punto de fusién del ketoconazol y las propiedades de la HP-3-CD
se espera que se forme el complejo por el método de mezcla fisica incrementando

del 20% al 30% la solubilidad del ketoconazol.
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7. MATERIAL
e S

« Ampolletas de vidrio transparente de 10mL marca vitro

« Pipetas volumétricas de TmL y 5mL de las marcas Pyrex y Kimax
e Bureta de 25mL Pyrex

o Pinzas para bureta

e Soporte universal

e Tubos para centrifuga

e Gradillas

« Mortero con pistilo

e Vasos de precipitados de 100,250 y 500mL Kimax

Matraces volumétricos de 10 y 100 mL Kimax y Pyrex

« Vidrio de reloj

e Agitadores de vidrio
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7.1. EQUIPOS E INSTRUMENTOS

* Espectrofodometro UV/VIS Perkin Elmer Lambda 2

* Espectrofotémetro de infrarrojo marca Perkin Elmer

e Calorimetro diferencial de Barrido Perkin Elmer DSC 7
» Disolutor de liberacion prolongada ELECSA

e Balanza analitica OHAUS

e Balanza Analitica Sartorius 1602MP

7.2. REACTIVOS

REACTIVOS PROVEEDOR GRADO
Ketoconazol Nutrer pureza 100.05%
Metanol J.T. Baker reactivo
HP-B-CD HELM de México pureza 98.4%
Etanol J.T. Baker reactivo
Acido clorhidrico J.T. Baker reactivo
Agua destilada Planta piloto de la FES-Zaragoza
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8. METODOLOGIA
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8.1. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DEL KETOCONAZOL EN
METANOL

Se pesaron cantidades de 50,100,150,200,250 y 300 mg de ketoconazol por
triplicado colocandose en ampolletas de vidrio. Se adicionaron 10mL metanol a
cada una y se sellaron,

Las 18 ampolletas se colocaron en el sistema de agitacion (disolutor ELECSA de
liberacién prolongada) a 50 rpm durante 36 horas a 25°C. Se centrifugd el
contenido de cada ampolleta a 2000 rpm durante § minutos. Del sobrenadante se
tomé 1 mL aforandose a 10mL. , de esta solucién se tomd 1mL y se aford
nuevamente a 10 mL. Finalmente se tomd un 1 mL para diluir a 10mL empleando
metanol en todas las diluciones, obteniendo una concentracion de 5,10,15,20,25
ug. Cada muestra se leyd en el rango del ultravioleta de 200 a 300nm empleando
metanol como blanco, en celdas de 1cm de longitud de paso. El procedimiento se

realizd por triplicado.

8.2. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE FORMACION DEL COMPLEJO
PREPARACION DE UNA SOLUCION SATURADA DE HP-3-CD

Se pesaron 10g de HP-$-CD y se adicionaron 50 mL de metano! y se colocé al
sonicador durante 10 minutos y se aforé a 100mL con metanol, se colocd por mas

tiempo en el sonicador para obtener una solucién homogénea.
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8.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS EN AMPOLLETAS

En seis distintas ampolletas se colocaron 300mg de Ketoconazol materia prima,
se adicionaron 1, 2.5, 4, 5, 6.5 y 10 mL de la solucion saturada de HP--CD
aforéndose al final al volumen de 10 mL con metanol, se realizé por triplicado.

Las 18 ampolletas se colocaron bajo las mismas condiciones a SO rpm, durante 36
horas a 25°C. Al término del procedimiento se centrifugaron las muestras por 5
minutos a 2000 rpm ; del sobrenadante se tomé 1 mL y se aforé a 10mL . De la
solucién se tomé 1mL y se aforé a 10mL. Finalmente se tomd 1mL y se diluy6 a
10mL. con metanol .

Las muestras fueron leidas en el UV en un rango de 200 a 300nm, tomando

como blanco metanol.

8.3. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

8.3.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Se preparé una curva estandar partiendo de una solucion Stock de Ketoconazol a
concentraciones de 60, 80, 100,120 y 140 pg /mL  por triplicado empleando
metanol como solvente. Las soluciones se leyeron al ultravioleta en el rango de

200 y 300nm en celdas de cm™.

8.3.2. PRECISION DEL SISTEMA
Se prepard por sextuplicado una solucion de 100 ng /mL de ketoconazol en
metanol, leyendo las muestras en un rango de 200 a 300 nm en ceidas de 1cm

de longitud, empleando metanol como blanco de referencia.
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8.3.3. REPRODUCIBILIDAD

Se realizo el procedimiento anterior con la participacion de dos analistas, en dos

dias diferentes.

8.4. PREPARACION DEL. COMPLEJO KETOCONAZOL / HP-B-CD POR EL
METODO DE COPRECIPITADO

Se preparé una mezcla (1:1) con 1g de ketoconazol y 1 g de HP-B-CD , se
disolvié en 5mL de etanol al 50% . Posteriormente se evapor6 el solvente a 50°C

durante 12 horas y se macerd en un mortero por 15 minutos.

8.5. PREPARACION DEL COMPLEJO KETOCONAZOL / HP-8-CD POR EL
METODO DE AMASADO

Se mezcld 1g de ketoconazol con 1 g de HP-B-CD, se le adicioné una cantidad
de 5mL de una solucién de etanol al 50%, se mezclé hasta obtener una crema
homogénea. La mezcla fue transferida a un mortero y se amaso durante 156
minutos, se secd en la estufa a 50°C y se macerd durante 10 minutos el sélido

obtenido.

8.6. PREPARACION DEL COMPLEJO KETOCONAZOL / HP-8-CD POR EL
METODO DE MEZCLA FISICA

Se colocaron en un motero 9 g de ketoconazol y 81 g de HP-3-CD. Se maceraron
durante 1 hora, después, se pasaron por malla No. 80 y 100. E! producto

obtenido se mezcla durante 15 minutos .
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8.7. CARACTERIZACION DE MATERIAS PRIMAS Y DEL COMPLEJO DE
INCLUSION

8.7.1. ANALISIS POR UV

Para el ketoconazol como materia se preparé por triplicado una solucién a
concentracion de 20ug/mL, en metanol. De la misma forma se prepararon las
soluciones para un estandar USP. Todas las muestras se leyeron al ultravioleta
de 200 a 300nm, empleando metanol como blanco de referencia, en celdas de
1cm de longitud de paso.

Para la HP-B-CD se preparé por triplicado una solucion a concentracién de
0.1g/mL . Se leyeron las soluciones al ultravioleta en un rango de 200 a 300nm,
empleando metanol como blanco en celdas de 1cm de longitud de paso.

Para la mezcla fisica (1:4) se preparé6 por sextuplicado una solucién de
concentracion equivalente a 20ug/mL de ketoconazol. Se pesd la cantidad
equivalente a 200mg de ketoconazol, se disolvieron en 10mbL de metanol y se
agitaron por 15 minutos y se centrifugaron por 5§ minutos a 2000 rpm, de esta
solucion se realizd la dilucion adecuada para obtener la concentracién indicada

(20pg/mL).
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8.7.2. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC) v

**Se pesoé de 1.0 a 2.5 mg de Ketoconazol en un crisol de aluminio, y se evalub la
conducta térmica en un rango de 50 a 300°C a una tasa de calentamiento de
10°C/min bajo atmésfera de nitrogeno a un flujo de 20mL/min . Se realiz6 el
enfriamiento bajo las mismas condiciones. Al llegar a la temperatura de 50°C, se
realizé un segundo calentamiento a las condiciones ya sefialadas.

Para la HP- -CD se pesaron entre 1.5 y 2,0 mg en portamuestras de aluminio y
se realizé el calentamiento en un intervalo de 50°C a 250°C a una tasa de
calentamiento de 10°C/min, bajo atmdsfera de nitrégeno a un flujo de 20mL/min.
En el caso del complejo formado por mezcia fisica en proporcion 1 :4 se peso la
cantidad equivalente a 1.0 mg de ketoconazol, se determind su comportamiento
térmico de 50°C a 250°C a una tasa de calentamiento de 10°C/min bajo atmd&sfera

de nitrégeno a un flujo de 20mL/min.

8.7.3. ANALISIS POR INFRARROJO

Se realizaron los espectros de infrarrojo del ketoconazol y de la HP-B-CD en
pastillas de bromuro de potasio a una concentracion del 1%.

lgualmente la pasta seca obtenida del procedimiento de complejacion fue

analizada en pastillas de bromuro de potasio a una concentracion del 1%.

=Se realizé en el laboratorio de calorimetria.
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8.8. EVALUACION DE LA SOLUBILIDAD DEL COMPLEJO EN METANOL.

Se pesaron cantidades de mezcla del complejo equivalente a
50,100,150,200,250 y 300 mg de ketoconazol por triplicado y se colocaron en
ampolletas de vidrio de 10mL y se adicionaron 10 mL de metanol a cada
ampolieta y se sellaron. Las ampolletas se colocaron en el sistema de agitacion a
50 rpm , 25°C durante 36 horas. Se centrifugd el contenido de cada ampolieta; del
sobrenadante se tomd 1mL y se aford a 10mL, de la solucién se tomé 1mL y se
aforéd a 10mL. Finalmente de la solucion se tomo 1mlL y se aforé6 a 10mL con
metanol, el cual se empleo como solvente en todas las diluciones. Cada muestra
fue leida al UV en un rango de 200 a 300 nm empleando metanol como blanco en

celdas de 1cm de longitud . Se realizd el procedimiento por triplicado.

8.9. EVALUACION DE LA SOLUBILIDAD DEL KETOCONAZOL EN SOLUCION
BUFFER pH2, pH4 y pH7

Se pesaron 200 mg de ketoconazol por triplicado, se colocaron en ampolletas de
vidrio de 10mL, se adicionaron 10mL de buffer pH2,pH4 y pH7 (tres muestras
por cada pH) y se sellaron. Las ampolletas se colocaron en el sistema de
agitacion a 50 rpm , 37°C durante 6 horas. Se centrifugd el contenido de cada
ampolleta; del sobrenadante se tomé 1ml y se aford a 10mL, de la solucién se
tomo 1mL y se aforé a 10mL. Finalmente de la solucion se tomé 1mL y se aford a
10mL con agua destilada la cual se empleo como solvente en todas las
diluciones. Cada muestra fue leida al UV en un rango de 200 a 300 nm
empleando como blanco agua destilada en celdas de 1cm de longitud .
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8.10. EVALUACION DE LA SOLUBILIDAD DEL COMPLEJO EN SOLUCION
BUFFER A pH2, pH4 y pH7.

Se pesaron cantidades de mezcla del complejo equivalente a 200 mg de
ketoconazol por triplicado, se colocaron en ampolletas de vidrio de 10mL, se
adicionaron 10mL de buffer pH2,pH4 y pH7 (tres muestras por cada pH) y se
sellaron. Las ampolletas se colocaron en el sistema de agitacion (disolutor de
liberacion prolongada ELECSA) a 50 rpm , 37°C durante 6 horas. Se centrifugé el
contenido de cada ampolleta ;del sobrenadante se tomé 1mL y se aforé a 10mL,
de la solucion se tomd 1mL y se aforé a 10mL. Finalmente de la solucién se tomd
1mL y se aforé a 10mL con agua destilada la cual se empleo como solvente en
todas las diluciones. Cada muestra fue leida al UV en un rango de 200 a 300 nm

empleando como blanco agua destilada en celdas de 1cm de longitud .
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1.CARACTERIZACI3N DEL KETOCONAZOL

DETERMINACION ESPECIFICACIONES RESULTADOS
DESCRIPCION Polvo blanco o ligeramente amarilio Cumple
SOLUBILIDAD Muy soluble en cloruro de metileno,

soluble en metanol; ligeramente

soluble en alcohol, casi insoluble

en agua. Cumple
IDENTIFICACION Reaccién positiva(+) Cumple
PUNTO DE FUSION 148°C-152°C 160°C
ASPECTO DE LA
SOLUCION Clara e incolora Cumple
ROTACION
ESPECIFICA " +1°a-1° +1
PERDIDA POR k
SECADO (80°C/4H) » Maximo 0.5% 0.014%

RESIDUOS A LA

IGNICION Maximo 0.1% 1 0.023%

METALES PESADOS Maximo 20 ppm Menor a 20 ppm
SUSTANCIAS
RELACIONADAS Maximo 0.05% Menor a 0.05%

VALORACION 99.0%--102.0% 100.36%
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9.2. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DEL KETOCONAZOL EN
METANOL

En la tabla 1 se reportan los datos obtenidos en el andlisis para determinar la
solubilidad del ketoconazol en metanol expresado en mg/10mL de solucion
considerando las diluciones realizads para su analisis por UV.

Se obtuvieron los valores de las medias y la desviacion estandar para cada tres
muestras. No se observé diferencia estadisticamente significativa por lo que se
concluye que es reproducible.

Con las medias se realizd un grafico de solubilidad de fase, graficando los mg
recuperados en solucién (Y) vs los mg adicionados a cada ampolleta(X). El valor
de la solubilidad se obtuvo extrapolando el punto donde se forma la meseta al eje
Y que correspondid a 201.0440 mg/10ml de solucidn de metanol. Este valor se
empleara en la ecuacién correspondiente para determinar el valor de la constante

de complejacion.
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TABLA 1. Datos de solubilidad de ketoconazol en metanol

Mg
adicionados 50 100 150 200 250 300
Réplica Miligramos Recuperados | en solucion
1 50.7857 99.0000 150.4285 199.2860 204.4285 201.2142
50.7857 99.0000 149.1428 199.9290 200.5714 199.2857
50.1428 99.6428 149.1428 199.2860 200.5714 200.5714
Médlak 50.5714 99.2142 149.5713 199.5000 201.8571 200.3571
;'D_esv.'» std. 0.3711 0.3711 0.7422 0.3711 22268 0.9819
5 2 49.5000 100.2857 149,7800 198.6430 200.5714 201.2142
50.4285 102.2142 151.7142 199.9280 201.2142 202.5000
50.7857 101.5714 153.0000 199.2140 199.2857 200.5714
Media 50.2380 101.3571 151.4980 199.2620 200.3571 201.4285
Desv. Std. 0.6636 0.9819 1.6208 0.6441 0.9819 0.9820
3 50.4285 98.3571 149.7857 200.5710 201.2142 199.2857
50.1428 99.6428 151.7142 200.5710 202.5000 201.8571
48.8571 100.9285 150.4285 201.2140 200.5714 199.2857
Media 49.8094 99.6428 150.6428 200.7860 201.4285 200.1428
Desv. Std. 0.8370 1.2856 0.9819 0.3711 0.9820 1.4845
c.V. 0.7608 1.1133 0.6411 0.4102 0.3839 0.3433

-55-




Complejo Ketoconazol HP-p-CD

—

(9] Q

o o
1 i

250 -

(72}

o

® 200

[+

(o

=

8

- 150 —e—réplica 1
& ——réplica 2
S = réplica 3
S

£

[+5)

©

o

£

0 fi——T T T T T T 1
0O 50 100 150 200 250 300

mg de ketoconazol adicionados

FIGURA 5. Diagrama de solubilidad de fase de ketoconazol en metanol.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

.56



Compiejo Ketoconazol/ HP--CD

9.3. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ESTABILIDAD DEL COMPLEJO
DE INCLUSION.

En los espectros del UV que se obtuvieron al determinar la constante de
complejacion (Figura 6), puede observarse claramente la modificacion del
espectro con respecto al correspondiente en la materia prima de ketoconazol
(Figura 9), lo cual se toma como evidencia de que en presencia de HP-B-CD
ocurre |la formacién de un complejo por mezcla fisica.

Los resultados obtenidos en el andlisis para la determinacion de la constante de
estabilidad se muestran en la TABLA 2.

Para cada triplicado se calculd el valor promedio y la desviacion estandar, los
valores se reportan en Mol x10-4.

El método es reproducible ya que el valor del coeficiente de variacion (C.V.)es
menor al 3%

Con los valores promedio se trazd el grafico para la solubilidad empleando la
concentracion de ketoconazol en solucion (Y) v.s. la concentracion de HP-B-CD
(X) adicionada a cada ampolleta. De este diagrama se calculd el valor de la
constante de estabilidad considerando la pendiente de la recta y la solubilidad
de ketoconazol en el medio empleado, que se determind previamente. La férmula
K= m/ So(1-m) es la férmula que se emplea para obtener un valor para Keq del

complejo ketoconazol/HP-3-CD de 28.0216 M a 25°C en metanol.
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El tipo de diagrama obtenido representa un componamieﬁto‘donde la solubilidad
no esta limitada. El complejo puede mantenerse estable en el medio acido y
también se ve favorecido en medio basico, aumentando de esta forma la
biodisponibilidad del farmaco, considerando, que la solubilidad es el factor que

limita la absorcién.

RSP Y

FIGURA 6. espectros de uv obtenidos en la determinacién de la constanie de

formacion del complejo de inclusion KETOCONAZOL/ HP-B8 -CD.

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN
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TABLA 2. datos de solubilidad para determinar la constante de complejacion.

Compiejo Ketoconazol/ HP-p-CD

Concentracié
n de la HP-
$-CD 8.3752 20.9380 33.5083 41.8760 54,4388 83.7520
adicionada
(mol x 10-4)
Réplica Concentracion | Ketoconazol (Mol X10-4)
1 3.7621 3.8237 4.2001 4.2023 4.2950 4.7501
3.8101 3.9117 4.0012 4.1481 4.4812 4.6314
3.7921 3.8000 3.9904 4.0305 4.3050 4.6907
Media 3.7880 3.8448 4.0627 4.1263 4.3595 4.6904
Desv. Std. 0.0242 0.0588 0.1180 0.0878 0.1047 0.0593
2 3.6001 3.8246 3.9991 4.1317 4.4317 4.5983
3.6034 3.8150 4.1209 41514 4.3514 4.6102
3.5901 3.8104 4.2100 4.1412 44312 4.7992
Media 3.5986 3.8166 4.1090 4.1414 4.4046 46676
Desv. Std. 0.0069 0.0072 0.1058 0.0098 0.0462 0.1133
3 3.7821 3.8650 4.‘0329 4.1932 4.4932 44120
3.6583 3.9111 4.1352 4.1105 44105 4.7321
3.6210 3.8927 41173 4.0502 4.3502 4.5993
Media 3.6864 3.8895 4.0048 4.1175 44175 4.5792
Desv. Std. 0.0843 0.0232 0.0546 0.0718 0.0717 0.1608
C.V. 25679 0.9547 0.5801 0.2927 0.6380 1.2643

Nota: La cantidad adicionada de ketoconazol fue de 300mg/ampolleta.
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FIGURA 7. Diagrama de solubilidad de fase para la determinacion de la constante

de complejacion.
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9.4. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La validacién del método empleado,

se llevd a cabo, para asegurar que !a

respuesta medida era Unicamente debida a la molécula del ketoconazol y no de

las interferencias del sistema o del método.

9.4.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Criterios de aceptacion

1.

2.

Coeficiente de determinacion debe ser mayor o igual a 0.98

pendiente debe tender a 1

El coeficiente de variacién debe ser menor o igual a 3%

La ordenada al origen de la relacion lineal debe ser estadisticamente

igual a cero

TABLA 3. Evaluacion de ia linealidad del sistema

Concentracién Réplica Réplica Réplica
ng/mL 1 2 3
Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia
60 0.168 0.173 0.169
80 0.224 0.222 0.223
100 0.280 0.279 0.282
120 0.332 0.336 0.334
140 0.389 0.391 0.393
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TABLA 4. Andlisis de varianza para la linealidad del sistema

Fuente de G.L. S.C. M.C. Fcalc Ftab
variacion

Regresion 1 0.0917 0.0917 |]23553.9663 6.41
Error de -

regresion 13 5.063x10-5 § 3.895x10-6

Los resultados estadisticos obtenidos para la linealidad son:

Coeficiente de determinacion: 0.9994

Pendiente; 0.9972

Ordenada al origen: 0.0031

Cv:0.0018

teaic: 0.0085, tab 1200975:2.1604

Intervalo de confianza: -0.0001 a 0.0036

Los valores experimentales cumplen con los criterios de aceptacion, por lo tanto,

el sistema se comporta linealmente.
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9.4.2. PRECISION DEL SISTEMA
Criterio de aceptacion:
1. El coeficiente de variacion debe ser menor o igual 3%

2. La media del % recuoperado debe estar entre 97 y 103%

TABLA 5. Evaluacion de la presicion del sistema

Absorbancia | %Recuperado
0.283 101.0714
0.279 99.6428
0.285 101.7857
0.278 99.6428
0.277 98.9285
0.281 100.3571
Media 100.2380

CVv. 1.0489

Nota: La concentracién de la solucion de referencia 100ug/10mL.
Los valores de % recobro y coeficiente de variacion estan en el rango de los

criterios de aceptacion, por lo tanto, el sistema se considera preciso.
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9.4.3. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO
Criterio de aceptacion

1. El coeficiente de variaciéon debe ser menor o igual al 3%

TABLA 6. Evaluacion de la reproducibilidad del método.

%Recuperado | por el analista
Dia 1 2
1 101.0714 100.1416
99.6428 99.2413
101.7857 101.1211
2 99.6428 101.0783
98.9285 99.8776
100.3571 99.4321

Coeficiente de variacion: 0.8689

Los valores obtenidos se encuentran en el rango de aceptacion, por lo que el

método es reproducible.
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Se realizd un analisis de varianza para conocer la fuente de variacion y el criterio

de aceptacion es el siguiente:

1. Si la Feac €s menor o igual que la Fuw el método es reproducible por los

analistas.

2. Sila Feak es menor o igual que la Ftav el método es reproducible en diferentes

dias por un mismo analista.

TABLA 7. Andlisis de varianza para evaluar la reproducibilidad del método

FUENTE G.L S.C. M.C. Fealc Ftab
Dia 1 1.1331 1.1331 1.1388 7.5700
Analista 1 0.0240 0.0240 0.0241 7.5700
Dia/Analista 1 0.9949 0.9949 1.2025 7.5700
Error 8 6.6194 0.8247

De acuerdo con los datos, no existe diferencia significativa entre diferentes dias,
ni entre analistas por lo que el método es reproducible en diferentes dias y por

diferentes analistas.
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9.5. PREPARACION DEL COMPLEJO DE INCLUSION

Para determinar el método optimo de preparacion del complejo fue necesaria la
realizacion de un estudio comparativo, para observar el comportamiento del
farmaco al formar complejos por los diferentes métodos y observar el analisis de

solubilidad de fase realizado para determinar la formacién del complejo.

Con lo anterior se conocen las cantidades apropiadas de cada materia prima para
llevar a cabo la preparacion del complejo en la proporcién adecuada, por los

métodos mezcla fisica, coprecipitado y amasado.

FIGURA 8. Espectros de UV de las diferentes mezclas de KETOCONAZOL / HP-

B-CD.
1. Ketoconazol 2.Método de mezcla fisica
3. Método de coprecipitado 4. Método de amasado.
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FIGURA 9. Espectro de IR de las diferentes mezclas de
ketoconazol / HP-B-CD.

1. Coprecipitado; 2. HP-B-CD; 3.ketoconazol; 4. Mezcla fisica; 5. Amasado.

3
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FIGURA 10. Termogramas de las diferentes mezclas de
ketoconazol / HP-B-CD.

1. Ketoconazol; 2. Amasado; 3. HP-8-CD; 4. Coprecipitado, 5. Mezcla fisica
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9.6. SOLUBILIDAD DEL KETOCONAZOL EN PRESENCIA DE HP-3-CD

La solubilidad maxima alcanzada de! ketoconazol en presencia de la HP-3-CD es
de 4.85x10-4M.

La solubilidad maxima del farmaco sin complejar es de 201.0440 mg/10mL, y la
solubilidad maxima del farmaco complejado es de 268.41198 mg/10mL.

L.as muestras preparadas por los diversos métodos se analizaron por UV en una
concentracion de 200ug/10mL en metanol. Leyéndose en un rango de 200 a
300nm en celdas de 1cm de longitud de paso.

Los resultados ( Figura 8) son los espectros comparativos de las diferentes
mezclas de ketoconazol e HP-3-CD.

Cuando se someti® a ambos componentes a un proceso de mezcla fisica, se
observdé un cambio en las caracteristicas del espectro, lo que es indicativo de
complejacion.

Con base en los cambios mostrados en las caracteristicas del espectro se eligid
el método de mezcla fisica (rendimiento del 98%) como el mejor para preparar el

complejo.
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9.7. CARACTERIZACION DE MATERIAS PRIMAS Y DEL COMPLEJO DE
INCLUSION KETOCONAZOL/ HP-3-CD.

Los resultados son los espectros de UV, IR y termogramas por DSC para cada
especie analizada.

Se observaron diferencias marcadas en cuanto a la absorbancia que muestran las
materias primas solas comparadas con el complejo.

Para el andlisis por UV en metanol se observa un maximo de absorbancia a 244.3
nm , lo que coincide con lo reportado en la bibliografia.

Por su parte la HP-B-CD no absorbe en ese rango, por lo que no interfiere en la
determinacion del ketoconazol en el complejo.

El espectro del complejo formado por mezcla fisica muestra una clara
modificacion (Figura 13), apareciendo una nueva sefnal de absorcién cercana a

los 228 nm, indicativo de la formacién de un complejo de inclusién entre ambas

'+ especies.

En los espectros de IR e! ketoconazol (Figura 14), muestra bandas caracteristicas
a una frecuencia de 1510.4 cm-1 debido a la presencia de un anillo aromatico,
1647.1cm-11 asignado a un doble enlace carbono-carbono y una amida y a
1243cm-1  enlaces C-O. Esta area se considera para compararse con los
resultados obtenidos del complejo, ya que se considera el area de la huelia digital

( bandas caracteristicas del farmaco).
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El espectro de la HP-B-CD (Figura 15) presenta seﬁales' airededor de los 3420
cm-1 caracteristica de los polimeros , en ta banda alrededor del 2900cm-1
asignada a los grupos hidroxilo primarios y secundarios, finalmente a los
1420cm-1 regidn asignada a los alquilos.

El complejo (Figura 16) se observa una marcada disminucion en la banda
caracteristica de los anillos aroméaticos, asi como en la senal caracteristica de los
polimeros y finalmente en la region de los enlaces C-O. Estos cambios son
atribuidos a que se intercalaron las moléculas de la HP-8-CD y el ketoconazol,
formando enlaces.

Dado que los grupos funcionales principales se vieron modificados, ya que se
encuentran en una cavidad de la HP-B-CD, es posible que este hecho le confiera
una mayor estabilidad a la mélecula del ketoconazol.

Las pruebas que se realizaron para caracterizar al complejo, nos permiten
constatar que es posible que se forme un complejo estable en fase sdlida, lo que

nos facilita la manipulacién para realizar la formulacion pertinente.
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FIGURA 11. Espectro de UV de ketoconazol.

FIGURA 12. Espectro de UV de HP-B-CD.
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FIGURA 19. Termograma del complejo por mezcla fisica
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9.8. EVALUACION DE LA SOLUBILIDAD DEL COMPLEJO DE INCLUSION
KETOCONAZOL/ HP-B-CD EN METANOL

Los resultados (Tabla 9), tienen los valores promedio, la desviacion estandar y
finalmente los coeficientes de variacion entre las réplicas, lo que esta dentro de
los limites de la especificacion.

Se realizd un andlisis por ANDEVA para evaluar la reproducibilidad en la
determinacion de la solubilidad, los resultados obtenidos fueron una Femc de
0.0044 y una Fub de 0.3680 ; dado que la Fiab €s mayor que la Feakc s determind
que si existe ia reproducibilidad entre dias en la determinacién de ia solubilidad.
Se construyé un diagrama de solubilidad de fase con los datos de las medias
obtenidas de las réplicas, graficandose la cantidad de Ketoconazol adicionada en
su equivalente en forma de complejo (X) contra la cantidad de ketoconazol
recuperada (Y), Figura 20. De la grafica anterior se calculd el valor de la
solubilidad maxima del farmaco, extrapolando de la meseta formada debida a la
saturacion al eje Y, el valor es de 268.4119 mg/mL observandose un aumento en
la solubilidad comparado con el farmaco sélo, es decir, en ausencia de la HP-3-
CD. El valor obtenido de la constante, refiere que el complejo es estable en fase

solida y posee una mayor solubilidad.
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TABLA 9. Datos de solubilidad del complejo de inclusionKETOCONAZOL/ HP-f-

CD.
Mg 50 100 150 200 250 300
equivalente
Réplica Miligramos recuperados |en solucién
1 49.5000 99.6428 149.7857 199.6534 223.4285 258.4285
48.2142 98.6542 149.7857 198.4723 226.6428 256.5000
48.8571 100.2587 149.5960 1956754 225.3571 259.0714
Media 48,8571 99.5253 149.3891 197.9373 225.1387 257.9978
Desv. Std. 0.6429 0.8218 0.6868 2.0429 1.6178 1.3381
2 48.1428 99.5683 148.8214 200.5714 230.1428 262.2857
48,1428 101.3654 149.2071 200.6357 227.1428 263.5714
46.8571 100.4328 149.2714 200.5071 227.5714 260.3571
Media 47.7142 100.4528 149.0989 200.5714 228.2818 262.0680
Desv. Std. 0.7422 0.8987 0.2433 0.0643 1.6225 1.6178
3 49.0037 101.5714 147.8571 196.3542 224 3571 262.2857
48.3589 100.2857 149.8500 193.2456 226.2857 261.0000
49.0232 99.6428 147.2142 194.3657 230.1428 261.6428
Media 48,7952 100.4999 148.3028 194 6551 225.3193 261.6423
Desv. Std. 0.3780 0.9819 1.3743 1.5743 2.9459 0.6428
c.V. 1.3264 0.5487 0.3777 1.4991 0.7800 0.8562
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FIGURA 20. Diagrama de solubilidad de fase del complejo por mezcla fisica de

KETOCONAZOL / HP-$-CD .
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FIGURA 21. Diagrama de solubilidad de fase comparativo entre el ketoconazol y

el complejo de inclusion.

En el diagrama se muestra un comportamiento constante para A, mientras en C,

sigue aumentando sin llegar al punto de saturacion.

El comportamiento se fundamenta en el supuesto, la solubilidad del farmaco en
un solvente dado es una constante y que cualquier aumento en la solubilidad sera
efecto de la formacion de un complejo de inclusion, sin afectar la naturaleza

misma del farmaco, ya que interaccionan parcialmente.
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9.9. EVALUACION DE LA SOLUBILIDAD DEL KETOCONAZOL Y DEL
COMPLEJO DE INCLUSION EN SOLUCION BUFFERApPpH2 pH4ypH7

Se evalud la solubilidad del ketoconazo! y del complejo a diferentes valores de
pH durante 6 horas para observar los resultados y compararlos. Los resuitados
obtenidos se muestran en las siguientes tablas.

TABLA 10. Datos de solubilidad del ketoconazo! a pH2, pH4 y pH7

mg
recuperado | HORA 1 HORA 2 HORA 3 HORA 4 HORA § HORA 6
ketoconazol
PAZ 766.6765 1738612 | 178.0071 183,9040 193.4067 1927899
166.8969 173.0131 178.9173 181.0918 12,1520 192.8387
167.1032 1732442 | 178.5312 183.7377 194.1520 193.0453
166.9588 173.0461 178.4852 182.9111 103,3671 192.2246
0.1254 0.1837 0.4568 1.5778 0.8061 1.2070
0.0751 03112 0.2828 0.8626 0.4168 06182
79510 T 1438 12,6020 743816 18.8857 23,5561
47112 8.1826 12.4224 14.4142 18.3489 22,5887
L 47112 8.1663 12.8083 14.1221 19.5887 22.3163
 Media - 47911 8.1639 12.7394 14.3059 18.9411 22.8203
 Desv. Std. 0.1384 0.0200 0.2745 0.1600 06017 0.6515
'cv, ' 2.0896 0.2450 2.1552 1.1428 2.0806 2.0850
o7 56704 15,8663 76,5060 16,5667 75.3653 18,6051
08306 15.6214 16.6295 16.6380 18.0928 18.8653
99346 15.6051 16.6214 16.7620 18.0103 18.6987
Media 88118 15.6986 16.6159 16.6629 18.1501 18.7230
Desv. Std. 0.8940 0.1480 00169 0.0892 0.1822 0.1317
XY 1 3564 2.9431 0.1021 05358 1.0038 0.7039

Nota: Se adicionaron 200mg de ketoconazol por tubo.
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TABLA 11. Datos de solubilidad del complejo de inclusion KETOCONAZOL / HP-

B-CD ApH2, pH4 Y pH 7.

Mg
recurepado HORA 1 HORA 2 HORA 3 HORA 4 HORA 5§ HORA 6
Ketoconazol
pH2 161.9173 166.8765 178.0071 183.8193 190.1754 195.6367
160.8530 166.8969 1789173 183.3397 190.3806 195.6693
161.8561 167.1032 178.5312 183.0.346 189.9812 196.1205
Media 161.5421 166.9588 178.4852 183.3978 180.1790 195.8115
Desv. Std. 0.5976 0.1254 0.4568 0.3955 0.1997 0.2750
C.V. 0.3699 0.0751 0.2828 0.2281 0.1173 0.1658
pH4 42.3846 48.8561 50.8479 58.5591 66.2867 73.8812
42,6326 48.3520 50.0590 59.0331 66.0714 73.0131
43.1091 49.0397 50.8397 58.8910 65.9813 73.2442
Media 42.7087 48.7492 50.2488 58.8277 66.1131 73.0461
Desv. Std 0.3682 0.3560 0.5224 0.2432 0.1569 0.1837
C.V. 0.8621 0.7304 1.0608 0.4519 0.2796 0.3112
pH7 32.3357 39.8918 45.9304 50.1693 54.0149 62.7328
31.9953 39.9312 46.1316 51.89%41 55.8312 63.0132
32.1213 39.0402 45,9898 51.9316 54,9991 63.2143
Media 32.1507 39.9544 45.0172 51.3316 54.9484 62.9867
Desv. Std 0.1721 0.0768 0.1033 1.0068 0.9092 0.2418
Cc.V. 0.3431 0.1508 0.2026 1.9613 1.7845 0.4743

Nota: Se adicioné el equivalente a 200mg de ketcconazol a cada tubo.
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’ FIGURA 22. Diagrama de solubilidad de fase de ketoconazol apH 2, pH 4 y pH7.
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FIGURA 23. Diagrama de solubilidad de fase del complejo de inclusién

KETOCONAZOL / HP-B-CD A pH 2, pH 4y pH 7.
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Los resultados obtenidos a pH 2, pH 4 y pH 7 muestran que al formar el
complejo la solubilidad se ve incrementada en medio &acido, la cantidad de
farmaco adicionado fue constante y lo que se tratd de ver es si conforme
avanzaba el tiempo se encontraba mayor cantidad de farmaco disuelto.

Se pudo observar que hasta las 6 horas las cantidades de farmaco disuelto
hallado no se iban incrementando considerablemente, por lo que no se continuo
con el muestreo, ya que inicialmente se sabia que en esos valores de pH el
farmaco es ligeramente soluble.

En el complejo la cantidad de farmaco disuelto fue mayor para pH2, pH4 y pH 7,

por lo que si se ve favorecida la solubilidad a estos valores de pH.
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10. CONCLUSIONES
e

1. Con la técnica de solubilidad de fase se determinaron las condiciones
(temperatura, velocidad de agitacion, tiempo de agitacion) y cantidades para la
preparacion del complejo.

2. Empleando el método de complejacion de mezcla fisica, en proporcién 1:4, es
posible obtener un complejo de inclusion de ketoconazol /HP-B-CD estable en
fase solida, lo que favorece su manejo.

3. Las técnicas de UV, DSC e IR permitieron comprobar la formacion del
complejo de inclusién de ketoconazol /HP-B-CD a través de los cambios
mostrados en los espectros y termogramas correspondientes.

4. El complejo formado incrementd la solubilidad del ketoconazolen un 33%, ya
que la solubilidad del ketoconazol es de 201.04 mg/1OmL y la solubilidad del
complejo es de 268.41 mg/10mL. Permitiendo {a posibilidad de disminuir la
irritabilidad gastrica y el tiempo de tratamiento.

5. Se observd que a pH 2, pH4 y pH 7 se obtiene una mayor solubilidad del
farmaco complejado comparado con (a solubilidad del farmaco sélo,

mostrandose un incremento de mayor consideracidona pH4 y pH 7 .
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11. RECOMENDACIONES
S

1. Realizar un estudio de estabilidad del complejo y de la molécula sin complejar
para conocer si el proceso de complejacion favorece la estabilidad aunado a
un incremento de la solubilidéd del farmaco.

2. Elaborar tabletas de la forma complejada y no complejada para poder llevar a
cabo un estudio comparativo de perfiles de disolucion con el fin de evaluar la
cinética de liberacién del farmaco complejado y determinar cual fue el efecto al
usar el complejo en la forma farmacéutica.

3. Proponer una formulacion para el complejo de! ketoconazol y realizar los
estudios pertinentes.

4. Estudiar la posibilidad de una formulacion para un inyectable.

5. Evaluar la biodisponibilidad del ketoconazol sélo y su forma complejada, en

estudios in vivo.
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12. APENDICE |

12.1. ABREVIATURAS

HP-B-CD : Hidroxiproppil-beta-ciclodextrina.

DSC: Diferencial Scanning Calorimetry (Calorimetria diferencial de barrido).
IR : Infrarrojo

UV : Ultravioleta

Andeva : Analisis de varianza

Fteo : Valor critico tedrico del estadigrafo de contraste F de Fisher
Fcalc : Valor experimental del estadigrafo de contraste F de Fisher
C.V. : Coeficiente de variacién

Desv. Std. : Desviacion estandar

G.L. : Grados de libertad

S.C. : Suma de cuadrados

M.C. : Media de cuadrados
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12.2. CERTIFICADO DE ANALISIS DEL KETOCONAZOL

NUTRER s.n.peEC.V.

Calle 4 No. 25-C

Fracc. Alce Blanco

53370 Naucalpan, Edo. de México
Tel.: 5358.1810 Fax: 5358.9420
Atencién a clientes: ©01800.500.46400
e-mail: uaschmann@nutrer.com.mx

CERTIFICADO DE ANALISIS

INSUMO : KETOCONAZOL

LOTE : KZL-03/2000
FECHA DE ANALISIS: 05.0CTUBRE 2000 FECHA DE CADUCIDAD: MARZO 2005

DETERMINACION ESPECIFICACIONES RESULTADOS
DESCRIPCION Polvo blanco o ligera! amarillo Cumple
SOLUBILIDAD Muy soluble en cloruro de metieno; Cumple

soluble en metanol: ligeramente soluble

en alcohol, casi insoluble en agua

IDENTIFICACION Reaccibn positiva Cumple
TEMPERATURA DE FUSION 148°C - 152°C 150°C
ASPECTO DE LA SOLUCION | Clara e incolora Cumple
ROTACION ESPECIFICA +1°A-1° +1°
PERDIDA POR SECADO Maximo 0.5% 0.014%
(80°C/4H)
RESIDUOS DE LAIGNICION Maximo 0.1% 0.023%
METALES PESADOS Maximo 20ppm Menor
SUSTANCIAS Maximo 0.05% Menor a 0.05%
RELACIONADAS
Valoracién 98.0% - 102.0% 100.35%

1.03 datoes cunienidus en este certilicado son copia fivl del proporcionade por ol fabricante

pL ¥
QFﬂ P»anco Tulio Morales Delgado
Ced. Prof.: 994799
Aut. Resp. ARM-219.98
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13. APENDICE i
e e —
LINEALIDAD DEL SISTEMA
e Calcular rrzm y b. Si m es diferente de 1 y b diferente de cero calcular la
siguiente.
» Calculo de la gi Sumatoria de (yi-yi)
* Ajuste el modelo de regresion por el método de minimos cuadrados:

y=mx+b+gt

y=mx+b
*Graficar cantidad adicionada (X) contra cantidad recuperada (Y).
+ Evaluacion estadistica de la ordenada al origen en el método :
Ho: Bo=0
Ha: Bo=0
» Estadigrafo de contraste: t de “student”:

Tcailc= b —-Bo g.l.= n-2

Sy/x  1/n+ (x2/(n-1)Sx2)
» Criterio de aceptacion:

tcalc< ttab 1-(a/2) a=0.05
« Intervalo de confianza:

m + t(1-(0U2)) ((n-2) Sy/x/ (n-1)Sx )

-87-



e Calculo de ANDEVA para la regresion lineal:

Complejo Ketoconazol/ HP-4-CD

Ho: y no depende de X

Ha: y sidependede X

Fuente de Grados de Suma de Media de Fealc
variacion libertad Cuadrados cuadrados
Regresion g.l=1 SCR MCR=SCR/g! | MCR/MCER
Error g.l.e.=n-2 SCER MCER=
SCER/gle
SCR = m(gxy) + b(€x) - (Ey)2/n
SCER= (€y2)-m(Exy)-b(Ey)
» - Criterio de aceptacion:
Fcalc < Ftab 1-a/2 a=0.05

e Coeficiente de variacion :

PRECISION

C.V.=(Sy/x) x100

X

o - Calcular el coeficiente de variacioén

CV =8/X x 100
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REPRODUCIBILIDAD

e ANDEVA

a) Ho: No hay efecto del analista

Ha: Si hay efecto del analista

b) Ho: No hay efecto del dia

Ha: Si hay efecto del dia

Cornplejo Ketoconazol/ HP-4-CD

c) Ho: No hay efecto de la interaccién analista / dia

Ha: Si hay efecto de la interaccion analista / dia

Fuente de Grados de Suma de Media de Fcalc
error libertad cuadrados cuadrados
Analista (a-1)—x SCA SCA/x MCA/MCAD
Dia (b-1)—y SCD SCD!/y MCD/MCAD
Analista/Dia | (a-1)(b-1)—z SCAD SCAD /z MCAD/MCE
Error exp. ab(c-1)—w SCE SCE/w
SCA = ( €y2i../bc) - (y2.../abc)
SCD= (ey2.j/ac)- (y2.../abc)
. labc)

- SCAD= (£y2ij. fc) - (Ey2i../bc) - (Ey2ijfac) + (y2..

}; SCEz(eyZUk)_ (Ey2ij. Ic)
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e Criterio de aceplacién con « = 0.05
Fealc < Ftab (1-a/ 2)
FA <Ftab (1-a/2),gl.x/y
FD <Ftab (1-a/2),g.l. y/x

FAD < Ftab (1-a/2), g.l. 2/ w
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