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Estudio de complejacion de gliclazida con diferentes ciclodextrinas

1.1. CICLODEXTRINAS (CDs)
1.1.1. Historia y concepto

El primer trabajo sobre el aislamiento de una sustancia reconocible como CD se realiz6é
en 1891 por Villiers [Duchéne et al., 1987, p. 213]. Dicho investigador aislé una pequena
cantidad de sustancia cristalina de un medio de cultivo de Bacillus amylobacter, el cual fue

denominado celulosina, debido a su semejanza con la celulosa.

Entre 1903 y 1911, Schardinger profundizé en el estudio sobre la quimica de las CDs
[Szejtli, 1982, p. 15], siendo el primero en aislar el bacilo productor del enzima responsable
de la transformacién del almidén en CD (Bacillus macerans). Schardinger caracterizo esta
sustancia cristalina como una mezcla de dos oligosacridos ciclicos, a los cuales denomind
dextrina cristalina a y dextrina cristalina B, publicando la primera descripcion detallada de

la preparacion y aislamiento de estos oligosacaridos ciclicos.

Posteriormente, Pringsheim descubre su poder complejante y su capacidad para formar
compuestos de inclusién con diversas moléculas, modificando diferentes propiedades de las
mismas, como solubilidad, estabilidad frente a diferentes agentes, etc. [Szejtli, 1982, p. 15].

Las CDs se definen como oligosacaridos ciclicos constituidos por un nimero variable de
unidades de glucosa unidas mediante enlaces a—(1,4). La caracteristica estructural mas
importante de estos compuestos es su conformacion toroidal [Saenger, 1980], que delimita
una cavidad relativamente apolar, mientras que el exterior presenta naturaleza hidrofilica.
Por este motivo, estas moléculas poseen la capacidad de formar compuestos de inclusion
con muchos otros productos, tanto en medio liquido como en estado sélido [Szejtli, 1988,

p.- 1].

En los ultimos afios, las CDs han acaparado un gran interés dentro del campo
farmacéutico, desde el punto de vista de la formacién de compuestos de inclusion con
moléculas con actividad farmacoldgica de naturaleza muy diversa. Dichas inclusiones o
"encapsulaciones moleculares” pueden ser utilizadas en Tecnologia Farmacéutica para la
mejora, entre otras caracteristicas, de la solubilidad acuosa, la estabilidad fisico-quimica o

la biodisponibilidad.

Introduccion 3



Estudio de complejacion de gliclazida con diferentes ciclodextrinas

1.1.2. Estructura quimica

Como se ha comentado anteriormente, las CDs son oligosacaridos ciclicos constituidos
por un nimero variable de unidades de glucosa unidas por enlaces a—(1,4). El nimero de
unidades define el nombre de las CDs, siendo las mas usuales las de seis, siete y ocho
unidades (a-, -y y-CD, respectivamente). Asimismo, existen CDs con mayor nimero de
mondmeros, como la §-CD, de 9 unidades, pero ain su uso se encuentra muy limitado.

Debido a la conformacién del C, de las unidades de a-D-glucopiranosa y la ausencia de
libre rotacioén de los enlaces glucosidicos, estas moléculas no son totalmente cilindricas,
presentando una conformacion troncocOnica. Esta estructura se caracteriza por una
orientacion particular de los protones libres C;-H, C,-H, C5-H, C4-Hy Cs-H. Los C;-H, C,-
Hy C,-H se encuentran dirigidos hacia el exterior, mientras que los C;-H y Cs-H lo estan
respectivamente hacia el interior de la cavidad. Por otra parte, los grupos hidroxilos
secundarios (aquellos ligados a los atomos C, y C3 de las unidades de glucosa) se
encuentran situados en un polo del anillo, hallandose todos los hidroxilos primarios en el
otro [Szejtli, 1988, p. 3]. Esto da lugar a que el exterior de la molécula de CD sea altamente
hidrofilico [Duchéne y Wouessidjewe, 1990; Bekers et al., 1991].

Los hidroxilos secundarios pueden formar puentes de hidrégeno entre si, concretamente
entre el hidroxilo secundario portado por el C, y el hidroxilo secundario portado por el C4
del residuo glucopiranosil adyacente. De este modo, en las CDs se puede formar un

“cinturén completo de uniones de hidrégeno, pudiendo dar lugar a una estructura rigida, tal
y como ocurre en la B-CD [Szejtli, 1988, p. 4; Bekers et al., 1991].

De esta manera, la cavidad de la CD esta formada por un anillo de &tomos de hidrégeno
portados por los C,, otro anillo de dtomos de oxigeno (los cuales corresponden a los de los
enlaces glucosidicos) y un Gltimo anillo de 4tomos de hidrégeno portados por los Cs,
mostrando de esta forma la cavidad un carécter relativamente apolar [Szejtli, 1982, p. 21]
(Figura 1).

En cuanto a su estructura cristalina, las moléculas de CD pueden presentar dos tipos de
empaquetamiento: en entramado y en canal.

4 Introduccion
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= 1 a:CD
= 28-CD
oH = 3 v CD
oCD
Cavity volume
. 174 A3 26242 427 A3
«-CD g-COD ¥CD
In one mol:
104 mL 157 mL. 256 mL
in one g: '
0.10 mLL 0.14 mbL 0.20 mL

Figura 1. Estructura quimica de las CDs naturales (procedente de J. Szejtli, "Cyclodextrin
technology", Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 1988).

Los diferentes tipos de estructuras cristalinas y de empaquetamientos que presentan las
CDs vienen recogidos en la Figura 2. En las estructuras cristalinas tipo entramado, la
cavidad de cada molécula de CD se encuentra bloqueada en ambas caras por moléculas
adyacentes, dando lugar a la aparicién de cavidades aisladas. Dentro de este tipo de
estructura, las moléculas de CD pueden presentar dos formas de empaquetamiento: tipo

empalizada (Figura 2a) y tipo pared de ladrillos (Figura 2b).
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En las estructuras tipo canal (Figura 2c), las moléculas se encuentran apiladas unas sobre
otras como en un rollo de monedas, formando las cavidades canales sin fin.

Por otra parte, es importante sefalar que las CDs en estado cristalino contienen
moléculas de agua, las cuales forman parte de su estructura cristalina, hallindose tanto en
el interior como en el exterior de la cavidad de la CD. Asimismo, es de destacar el papel
de dichas moléculas de agua como parte integrante de la estructura cristalina de muchos
compuestos de inclusién [Vicens et al., 1988].

_,LO_L
% LI iy
! L

(a) {b) (c)

o

Figura 2. Tipos de estructuras cristalinas de las CDs (procedente de D. Duchéne,
"Cyclodextrin and Their Industrial Uses", Editions de Santé, Paris, 1987).

1.1.3. Derivados de CDs

Muchos de los estudios actuales van encaminados hacia la segunda generacién de CDs,
con especial atencién a la utilizacion de CDs modificadas quimicamente, cuya gran variedad
abre numerosas posibilidades [Szejtli, 1992]. La baja solubilidad relativa de las CDs
naturales en agua, en especial en el caso de la 8-CD, como consecuencia de la presencia de
enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares entre los grupos hidroxilo, asi como la
existencia de fenémenos de dimerizacion y precipitacién en medio liquido, en especial para
lap-CDy la y-CD [Coleman et al., 1992], limita considerablemente el campo de aplicacién
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farmacéutica de estos compuestos, en especial para via parenteral. De esta forma, con el fin
de mejorar algunas de sus caracteristicas, como por ejemplo aumentar la baja solubilidad
en agua de la B-CD o disminucién de su toxicidad en aplicacién por via parenteral, se han
desarrollado diferentes modificaciones sobre las CDs naturales.:

Los grupos hidroxilo de las CDs constituyen los puntos de partida a la hora de realizar
modificaciones estructurales, mediante incorporacion de diversos grupos funcionales. Segin
el tipo de sustituyente introducido, pueden diferenciarse distintos tipos de derivados. Los

mas utilizados se describen a continuacion.
1.1.3.1. Metil-CDs

Las metil-CDs constituyen los primeros derivados que han sido estudiados de forma
intensiva desde el punto de vista de sus aplicaciones farmacéuticas [Uekama, 1984; Szejtli,
1983]. La introduccién de grupos metilo a nivel de los hidroxilos de los C,, C3y Cq evita
la formaci6n de estos enlaces de hidrogeno intramoleculares estabilizadores, dando lugar
a una mayor flexibilidad de la conformacién macrociclica, lo que conduce a cambios
importantes en las propiedades fisicoquimicas de las CDs de partida. Entre otras, es de
destacar un aumento de la solubilidad en agua y en disolventes organicos con respecto a las
CDs de partida.

Las CDs metiladas, debido a su mayor capacidad de interaccionar con membranas
bioldgicas y a su caracter tensoactivo, presentan mayor actividad hemolitica que las CDs
naturales. Por ello, la dimetil-B8-CD o heptakis-(2,6-di-O-metil)-8-CD (DIMEB) y la trimetil-
B-CD o heptakis-(2,3,6-tri-O-metil)-8-CD (TRIMEB) presentan una DL, por via parenteral
relativamente alta, del orden de 200 mg/Kg, lo que restringe la aplicacién en inyectables de
estos derivados a dosis elevadas [Szejtli, 1984; Szeman et al., 1987]. Sin embargo, estas CDs
se pueden administrar sin riesgo alguno por via oral [Rahman ef al., 1993).

1.1.3.2. Hidroxipropil-CDs
El objetivo principal de la hidroxipropilacién de las CDs ha sido el aumentar la

solubilidad acuosa del producto de partida, simultaneando las ventajas de un derivado
hidrosoluble y una estructura amorfa [Pitha y Pitha, 1985]. La hidroxipropilacién de las CDs
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no es una reaccién selectiva, sino que conduce a una combinacién de productos con
diferentes grados de sustitucién. La coexistencia de varios tipos de hidroxipropil-CDs en la
mezcla final explica su incapacidad para cristalizar y, en consecuencia, la obtencién de un
producto amorfo [Pitha, 1988].

El principal interés de estos derivados se basa en su aplicacién para la administracién por
via parenteral, ya que presentan una actividad hemolitica inferior a la de la CD natural
correspondiente. Dicha actividad es menor a medida que aumenta el grado de sustitucién
[Yoshida et al., 1989].

1.2. COMPUESTOS DE INCLUSION

1.2.1. Concepto

El término "einschlussverbindurg” (compuesto de inclusion) fue introducido por Schlenk
en 1950; también se conoce en la literatura a través de otras denominaciones, tales como
aducto, clatrato, compuesto molecular y complejo [Szejtli, 1988, p. 79].

Los complejos de inclusién son compuestos moleculares que presentan la estructura
caracteristica de un clatrato, en el cual la molécula hospedadora envuelve espacialmente a
otra. El compuesto encerrado (la molécula huésped), se encuentra situado en la cavidad del
hospedador, sin que su estructura se afecte de forma significativa. Aparte de una leve
deformacién, un hecho caracteristico es que el tamafio y la forma de la cavidad disponible

permanecen practicamente inalterados.

Las CDs presentan la posibilidad de interaccionar con una amplia variedad de especies
idnicas y moleculares. Los compuestos de inclusién resultantes pertenecen a los complejos
del tipo "hospedador-invitado".

1.2.2. Requerimientos para la formacién de compuestos de inclusién

Como es bien sabido, la formacién de los compuestos de inclusién se puede dividir en

6 etapas:

8 Introduccion



Estudio de complejacion de gliclazida con diferentes ciclodextrinas

(I) Aproximacion de la molécula huésped hacia la CD.

(IT) Ruptura del agua de estructura del interior de la cavidad de la CD con eliminacién

de algunas moléculas de agua fuera del anillo.

(II1) Desordenacion de la estructura del agua alrededor de la molécula que va a ser

incluida y transporte de algunas moléculas de agua hacia la solucion.

(IV) Interaccién de la molécula del sustrato o de algan sustituyente con grupos del borde

o del interior de la cavidad de la CD.
(V) Formacién de posibles puentes de hidrogeno entre el sustrato y la CD.

(VI) Restablecimiento de la estructura del agua alrededor de la parte exterior de la

molécula después de la inclusion.

Resulta importante sefialar que la formacion de los puentes de hidrégeno es un proceso
extremadamente rapido, y por lo tanto nunca serd una etapa limitante del proceso de
complejacién. El proceso global se ve esquematizado en la Figura 3. La formacion de
compuestos de inclusion, sin embargo, debe cumplir una serie de requisitos, los cuales se

enumeran a continuacion.
1.2.2.1. Factores estéricos

Una de las principales propiedades de las CDs es la capacidad que poseen para formar
inclusiones con una gran variedad de compuestos. De esta forma, el primer requerimiento
- para la formacioén de un compuesto de inclusién es que la molécula huésped pueda
introducirse total o, al menos, parcialmente, en la cavidad de la CD [Hirayama y Uekama,
1987, p. 133]. De las diferentes etapas del proceso de complejacién sefialadas en el apartado
anterior, las etapas 1, 4y 5 estan claramente influenciadas por la compatibilidad geométrica

entre la CD y la molécula huésped.
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Figura 3. Esquema de la formacién de un compuesto de inclusion.

Las diversas CDs presentan cavidades de diferentes dimensiones (y- > B- > a-), por lo
que una buena acomodacién de la molécula huésped (o alguna parte de la misma) al
tamano de cavidad de un tipo concreto de CD se traducird en un mayor nimero de
interacciones entre ambas moléculas, hecho que se traduce en un valor mas alto de
constante de estabilidad [Blanco et al., 1991]. A este respecto, ha de sefalarse que no se
formaran compuestos de inclusion estables con moléculas que sean demasiado pequeiias
para ser atrapadas dentro de la cavidad de la CD, ya que tenderan a deslizarse fuera de la
cavidad.

Tampoco es posible formar compuestos de inclusién de una determinada CD con
moléculas que sean demasiado voluminosas, ya que tendrian dificultad para introducirse
dentro de la cavidad de la CD. En cualquier caso, si seria posible la formacién del complejo
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si penetraran ciertos grupos o cadenas laterales de dichas moléculas dentro de la cavidad
de la CD [Bekers et al., 1991].

En este sentido, resulta evidente como moléculas o radicales sustituyentes de pequeno
tamafio son adecuadamente complejadas por la a-CD [Liveri et al., 1992; Steffan et al., 1992;
Novaker al., 1994; Pérez-Martinez et al., 1995). Por el contrario, moléculas con varios anillos
aromaticos requieren para su complejacién CDs con cavidades de mayor tamafio, como la
B-y en especial la y-CD [Vikmon et al., 1985; Matsuyama et al., 1987; Pitha et al., 1987,
Uekama et al., 1987b; Giordano et al., 1988; Tan et al., 1991; Van Doorne y Bosch, 1991;
Suenaga et al., 1992].

Otro factor a tener en cuenta, respecto a la influencia de factores estéricos en el proceso
de complejacion, es la posible utilizacién de derivados de CDs. En general, la utilizacién de
derivados tales como la DIMEB o HP-8-CD mejoran las caracteristicas de complejacion
[Backensfeld et al., 1991; Brown et al., 1992; Choudhury y Nelson, 1992; Hirayama et al.,
1992; Krenn ef al., 1992; Chun 'y Yun, 1993; Peri et al., 1994; Ventura et al., 1994].

En este sentido, algunos autores han sefialado como causa de esta mejora la expansion
de la regidn hidrofébica de la cavidad de la CD. Asi, analisis estructurales de complejos de
inclusion elaborados con DIMEB, mostraron que aunque se mantenian muchas de las
caracteristicas estructurales de la CD natural, se producia una extension de la region
toroidal debida a la sustitucion de los grupos hidroxilos de la 8-CD por grupos metoxilos
[Green et al., 1991]. En el caso de los complejos de inclusién de DIMEB con adamantol
[Bettineti ef al., 1991], la profundidad de la cavidad de la CD se estimé entre 10 y 11 A,
ligeramente mayor a los 9.5 A, calculados por estos autores para la B-CD.

En algunas ocasiones también se han descrito en la bibliografia situaciones en las cuales
el empleo de derivados de CDs dificulta el proceso de complejacion [Menard et al., 1988;
Moyano et al., 1994a). Esta disminucién en la capacidad complejante de estos derivados
parece estar relacionada con impedimentos de tipo estérico provocados por los sustituyentes
de la CD.
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1.2.2.2. Polaridad y carga

Ademas de los condicionantes estéricos, la polaridad de las moléculas huéspedes
constituye un factor determinante en el proceso de inclusion. De este modo, aquellas
moléculas de caracter fuertemente hidréfilo (muy solubles en agua) o grupos fuertemente
hidratados e ionizados no se complejan o lo hacen débilmente [Szejtli, 1988, p. 79]. Con
frecuencia, los complejos de especies idnicas son mucho menos estables que aquellos donde
participan especies no ionizadas, siendo, en definitiva, la estabilidad del complejo
proporcional al caracter hidrofébico del huésped.

1.2.2.3. Medio

En principio, no es necesario ningin tipo de disolvente para que se pueda formar un
compuesto de inclusién. Sin embargo, el proceso de complejacién se ve favorecido en
presencia de agua. La formacién de complejos en solucion es un proceso muy rapido; sin
embargo, por regla general, las sustancias que poseen buena solubilidad se complejan
débilmente. Analogamente, las moléculas que presenten una buena complejacién suelen
poseer baja solubilidad en agua.

En la preparacién de complejos de inclusién en medio liquido pueden distinguirse dos
etapas claramente diferenciadas. En la primera fase, es necesario que el farmaco pase del
estado solido a la solucién acuosa que contiene la CD, es decir que se solubilice.

La segunda fase consiste en la formacion en si del complejo de inclusidn tras el rapido
establecimiento de un proceso de equilibrio. Por tanto, para optimizar el proceso de
complejacion se puede actuar incrementando la velocidad de la etapa de transferencia,

siendo el método mas frecuente la utilizacién de cosolventes.

Asi, en caso de que la primera fase sea un factor limitante para alcanzar el equilibrio en
solucién entre CD y huésped, este altimo debe ser disuelto previamente en algin tipo de
disolvente organico; sin embargo, la eleccién de este disolvente se encuentra restringida.
Salvo algunos disolventes fuertemente hidréfilos de bajo peso molecular, tales como
metanol, etanol, 2-metoxietanol, etilénglicol, dietilénglicol, glicerina, etc. [Szejtli, 1988, p.

84}, la mayoria no pueden utilizarse, pues se forman complejos estables disolvente-CD.

12 Introduccion



Estudio de complejacion de gliclazida con diferentes ciclodextrinas

Por tanto, y aunque la presencia de disolventes organicos no es deseable, en muchas
ocasiones es necesario su uso, puesto que sin su participacién no seria posible la
complejacion de sustancias muy poco solubles en una concentracién o tiempo aceptable.
Muchas veces, éstos no pueden ser eliminados en su totalidad, dado que permanecen como
parte integral del producto en forma de complejo disolvente-CD, o bien como compuesto
ternario (disolvente-huésped-CD) ligado a la cavidad de la CD. Un ejemplo es el caso del
etanol: muchas inclusiones se preparan en su presencia y, como consecuencia, se suele
encontrar entre un 0.01 y un 2 % de etanol en el producto final.

De entre todos los cosolventes, el etanol ocupa un lugar preponderante en la preparacién
de compuestos de inclusién. Respecto a la posible influencia del etanol sobre el proceso de
complejacion destacan los estudios realizados por Pitha y cols. [Pitha y Hoshino, 1992]
quienes han estudiado la influencia del etanol en la formacién de complejos de inclusién
de testosterona y naranja de metilo, entre otras CDs, con la HP-B-CD. Estos autores
encontraron que la adicién de etanol disminuye y, eventualmente, suprime la formacién de
complejos de inclusion en solucién acuosa. En el caso de la HP-B-CD esto ocurre por dos
mecanismos. A bajas concentraciones de etanol (menores del 30 %), éste actia como agente
competidor con la testosterona por la cavidad de la CD. Por el contrario, para altas
concentraciones se produce la disociacion del complejo por efectos de disolvente no

especificos.

A pesar de estos resultados, tras la evaporacién de las soluciones etandlicas, que
contendrian los complejos totalmente disociados, se obtendrian complejos de inclusién en
estado solido. Estos resultados se explican en base a que el proceso de complejacion es
rapido y permite que se produzca el proceso inverso, lo que parece indicar que este
cosolvente puede ser ampliamente utilizado con éxito, sin interferir de modo apreciable en

el proceso de complejacion.

Alternativamente al etanol, en aquellas situaciones en las que no se consigue facilmente
la complejacion, algunos autores recurren, en caso de sustancias de caracter acido, a la
adicion de pequefas cantidades de hidréxido de amonio, [Senel er al., 1992; Pitha et al.,
1992], con el fin de aumentar la solubilidad acuosa del farmaco y favorecer, por tanto, el

proceso de complejacion.
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1.2.3. Métodos de elaboracién

No existe un modo universal de preparacion para los complejos de inclusién, ya que el
método empleado deberd adaptarse a las caracteristicas del principio activo y a sus
requerimientos. Por otra parte, hay que considerar si dicha técnica va destinada a la
preparacion a pequea escala en laboratorio o, por el contrario, a una produccién a gran
escala a nivel industrial. Aunque la bibliografia recoge procedimientos muy diversos para
la elaboracion de los complejos de inclusién, éstos pueden ser clasificados en dos grandes
grupos segiin su naturaleza.

1.2.3.1. Preparacion de complejos en medio liquido

Todos ellos consisten, generalmente, en anadir a una solucién acuosa de CD bajo
agitacion, el principio activo o una solucién del mismo en agua u otro disolvente, si el
principio activo es insoluble. El complejo se puede obtener por precipitacion a partir de una
solucién, mientras que si no es posible dicha precipitacion, el aislamiento del complejo se
realizard mediante eliminacion del disolvente por distintas técnicas. Las mas comunes se

tratan a continuacion.
1.2.3.1.1. Obtencién de complejos por precipitacion
1.2.3.1.1.1. Coprecipitacion

Este método es uno de los mas comunes a la hora de preparar compuestos de inclusion,
como se recoge en un trabajo de revision realizado por nuestro grupo [Moyano et al.,
1995a]. La viabilidad de esta técnica viene determinada por el diagrama de fase de
solubilidad que presente la sustancia a encapsular con una determinada CD, siendo
necesario que pertenezca al tipo B de Higuchi [Higuchi y Connors, 1965], o sea, que el
complejo formado en solucién posea un limite de solubilidad por encima del cual precipite.
Para su realizacidn, se afiade el principio activo a una solucion acuosa de CD bajo agitacion
constante, en cantidades definidas por la parte descendente de la curva de solubilidad,
pudiendo aplicarse calefaccidn en ciertos casos. Asimismo, en ocasiones, se puede favorecer
la precipitacion enfriando la solucién. Por otra parte, es importante el ajuste del pH del

medio, de tal manera que un firmaco de caracter 4cido o basico débil se encuentre en
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forma no ionizada, de forma que aumente su afinidad por la cavidad de la CD y por
consiguiente se produzca un mayor rendimiento del proceso [Otero-Espinar et al., 1989].

1.2.3.1.1.2. Neutralizacion

El método de neutralizacién constituye una variante de la técnica anterior, aplicable a
principios activos ionizables. Consiste en adicionar a una solucién acidificada o alcalinizada
de CD (variable segin el caso), el principio activo, con objeto de formar una sal soluble del
mismo. Posteriormente, se ajusta el pH del medio a la neutralidad, de forma que el sustrato
solubilizado pase a su forma no ionizada. De este modo, se logra una disminucién de su
polaridad, aumentando su afinidad por la cavidad de la CD y formandose el complejo de
inclusion. El precipitado obtenido se aisla por filtracién [Celebi y Nagai, 1988].

1.2.3.1.2. Obtencion de complejos mediante eliminacion del disolvente
1.2.3.1.2.1. Evaporacion

Esta técnica se basa en el empleo de disolventes organicos para solubilizar principios
activos de baja solubilidad acuosa. Posteriormente, esta solucién organica de principio activo
se mezcla bajo agitacién constante con una solucién acuosa de CD o, si la CD es soluble
en dicho disolvente organico puede emplearse éste. Asimismo, hay que tener en cuenta en
la eleccién del disolvente que éste no debe formar complejo con la CD, como ya se ha
comentado con anterioridad. El aislamiento del soluto puede llevarse a cabo mediante
calefaccion [Nakai et al., 1990], evaporacion a temperatura ambiente [Tous, 1990] o bien

evaporacion a presion reducida [Palmieri et al., 1993].
1.2.3.1.2.2. Atomizacién (spray-drying)

Este método se basa en preparar una solucién de la CD y del principio activo en agua
o bien en una mezcla con otro disolvente organico. Esta solucién se somete a agitacion
durante un cierto tiempo, tras el cual ésta se introduce en un atomizador, donde es
nebulizada en forma de goticulas finamente divididas a alta temperatura, evaporandose de
esta forma el disolvente y recogiéndose las particulas de soluto [Frijlink et al., 1989; Moyano
et al., 1995a).
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1.2.3.1.2.3. Liofilizacion (freeze-drying)

En sintesis, se procede exactamente igual que en el caso de la atomizacion, para
posteriormente eliminar el disolvente tras congelacion y sublimacién a vacio. En aquellos
casos donde el principio activo sea de caracter 4cido, se puede favorecer su solubilizacion
mediante la adicion de una pequena cantidad de hidréxido de amonio, el cual se elimina
durante el proceso de liofilizacion [Tous, 1990; Torres-Labandeira et al., 1993).

1.2.3.2. Preparacion de complejos en medio sélido

Dentro de este grupo se incluyen el amasado, la trituracion y el calentamiento en
contenedor sellado, como métodos mas representativos.

1.2.3.2.1. Amasado

Otro método para la preparacion de inclusiones es el llamado amasado. En este caso,
la CD no se disuelve, sino que se amasa hasta formar una pasta junto con una pequefa
cantidad de cosolvente en un mortero, generalmente agua [Moyano et al, 1995b;
Jayachandra-Babu y Pandit, 1995] o mezclas hidroalcohdlicas [Giordano et al, 1992],
adiciondndose a dicha pasta el principio activo de forma paulatina. La mezcla se somete a
amasado durante un tiempo variable, secindose la pasta obtenida en estufa o a vacio.
Normalmente, esta técnica conduce a un rendimiento de encapsulacién bajo [Esclusa-Diaz
et al., 1995].

1.2.3.2.2. Molienda

La técnica se basa en someter a una mezcla fisica firmaco-CD a un proceso de
pulverizacién en un molino, de caracteristicas variables segtn el caso, a tiempo variable [Lin
y Lee, 1989; Lin y Perng, 1992]. Este método esta especialmente indicado para principios
activos sensibles a la hidrolisis, ya que no es necesario utilizar cosolventes de ningin tipo
[Arias, 1995, p. 37].
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1.2.3.2.3. Contenedor Sellado

Se basa en la introduccién de una mezcla fisica de CD y principio activo previamente
pulverizados en un recipiente hermético (de acero o vidrio), sometiéndola a continuacién
a calentamiento a una temperatura definida durante un tiempo establecido [Rahman et al.,
1993]. En este caso, la obtencién de buenos rendimientos de complejacién dependen tanto
de una correcta eleccidn de los pardmetros de temperatura y tiempo, asi como del contenido
en agua [Nakai ef al., 1989; Anguiano-Igea et al., 1992].

1.2.4. Métodos de estudio

En el transcurso de la formacién del complejo de inclusién, pueden estar implicadas
diferentes interacciones moleculares (interacciones hidrofdbicas, fuerzas de Van der Waals,
enlaces de hidrégeno) entre el principio activo y el hospedador, que se producen
independientemente o en cooperacion [Giordano y La Manna, 1991]. Estas interacciones
pueden modificar las propiedades fisicoquimicas de los componentes, siendo el estudio de
estas alteraciones lo que permitird seguir la inclusién y determinar la naturaleza del
complejo formado. Existe una gran diversidad de métodos de estudio de los complejos de
inclusion. Para su aplicacién hay que tener en cuenta que éstos pueden presentarse en
solucién o en estado sélido.

1.2.4.1. Métodos de estudio de los complejos en solucion

Aunque la formacién de complejos de inclusion en solucidén puede ser detectada por

varios métodos, en este capitulo sélo se considerarén los mas utilizados:

1.2.4.1.1. Métodos espectroscdpicos

Todos ellos poseen el mismo principio general. Se trata de realizar el espectro de cada
componente aislado (principio activoy CD) y por otra parte el del compuesto de inclusidn.

Las modificaciones observadas permitirdn constatar la inclusién y, en ciertos casos,
determinar la constante de estabilidad (K.) de los complejos formados.
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1.2.4.1.1.1. Espectrofotometria Ultravioleta (UV)

Por medio de esta técnica (método de desplazamiento espectral), se estudia el efecto de
la concentracién de CD sobre el espectro UV de una determinada sustancia. La presencia
de un desplazamiento del maximo de absorcién del espectro, normalmente de tipo
batocromico, (aunque también puede darse de tipo hipsocrémico [Leroy-Lechat et al.,
1992]), acompanada de una variacién en la intensidad del maximo de absorcién, indica la
formacién de un compuesto de inclusién en solucién [Connors y Mollica, 1966; Cramer et
al., 1967; Uekama y Otagiri, 1984; Vikmon et al., 1985; Rajagopalan et al., 1986; Si-Nang
et al., 1987; Bettinetti et al., 1989; Puglisi et al., 1990; Ismail, 1991; Ismail, 1992; Cotta-
Ramusino et al., 1993; Zhang et al., 1993].

1.2.4.1.1.2. Resonancia Magnética Nuclear de Protones (*H-RMN)

La espectroscopia de 'H-RMN constituye actualmente una de las técnicas mas utilizadas
para el estudio de la estabilidad, estequiometriay geometria de los compuestos de inclusion,
sobre todo en aquellos casos donde técnicas alternativas muestran resultados contradictorios
entre si [Djedaini y Perly, 1990, pp. 124-129]. En el caso de las CDs, si la molécula huésped
se acomoda en la cavidad de la CD, los atomos de hidrégeno localizados en el interior de
la cavidad (H; y Hy) mostraran considerables variaciones en sus valores de desplazamientos
quimicos en presencia de cantidades crecientes de firmaco, unido a variaciones minimas de
los desplazamientos de los protones localizados en la parte externa del anillo (H;, H, y Hy),
lo cual evidenciara el proceso de inclusion [Ikeda et al., 1975; Otagiri et al., 1976; Si-Nang
1989; Vanhoeve et al., 1989; Mullers y Albers, 1992].

Por otra parte, cada vez se halla més extendido el uso de la espectroscopia de 'H-RMN
para el cilculo de la estequiometria de los compuestos de inclusion, mediante la realizacién
de la técnica de los puntos de Job [Job, 1928], donde se representa la variacion de los
valores de desplazamiento quimico para un determinado protdn frente a la fraccién molar
farmaco:CD en una disolucién fairmaco-CD. El punto de variacién méaximo indicara el valor
de fraccién molar de maxima interaccion y, por tanto, la estequiometria del compuesto de
inclusion [Djedaini y Perly, 1991b; Guo et al., 1994]. Asimismo, en muchos casos serd
posible el célculo de la constante de estabilidad aparente mediante la aplicacién de las
ecuaciones de Scott [Scott, 1956] o de Benesi-Hildebrand [Benesi y Hildebrand, 1949},
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basandose en los valores de variacidn de los desplazamientos quimicos [Djedaini et al., 1990;
Ganza-Gonzalez et al., 1994].

Asimismo, es de destacar la aplicacion cada vez mas frecuente de técnicas avanzadas de
espectroscopia de 'H-RMN para la caracterizacidn de los compuestos de inclusién con CDs,
como el estudio del efecto nuclear Overhauser (nOe). Este efecto se produce cuando dos
niicleos con spin, tales como los protones, se encuentran muy préximos entre si (= 4 A),
comportandose como dipolos. De esta forma, al saturar la senal de un protén, se observara
un aumento de la sefial del o de los protones que se hallen vecinos al protdn saturado. En
nuestro caso, la saturacion de la sefial de uno de los protones de la cavidad (H; o Hs), dara
lugar al aumento de la sefnal de aquellos protones del farmaco préximos a dichos protones,
es decir, situados en el interior de la cavidad. Ello permite identificar los dtomos que
interaccionan entre las dos moléculas (CD y huésped), constituyendo una poderosa
herramienta para la elucidacion de la estructura del complejo de inclusion en medio liquido
[Bekers et al., 1991b; Fronza et al., 1992; Hirayama et al., 1992; Yamamoto et al., 1992;
Mulinacci et al., 1993; Ndou et al., 1993].

1.2.4.1.1.3. Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (}*C-RMN)

Esta técnica espectroscopica proporciona una gran informacién sobre el entorno
individual de cada carbono y de sus interacciones moleculares y es uno de los métodos mas
atiles en el anélisis de la estructura y la dindmica molecular de complejos de inclusién en
CDs, a partir de la medida de los valores de desplazamientos quimicos y de los tiempos de
relajacion (7), indicativos de la movilidad de la moléculas, siendo diferente entre la forma
libre y la forma complejada [Inoue er al., 1987]. Esta espectroscopia también se aplica de
forma andloga a la RMN de protones para el calculo de la estequiometria de los
compuestos de inclusién [Bettinetti et al., 1991]. Asimismo, al igual que en el caso de la
espectroscopia de protones, es frecuente el estudio conjunto de las espectroscopias de BBc.
RMN y 'H-RMN, también conocido como espectroscopia de correlacion (13C-1H-COSY)
para una correcta asignacién de los diferentes picos de las senales de C e H
correspondientes tanto al firmaco como a la CD y al complejo. Numerosos autores han
utilizado esta técnica para investigar el modo de inclusién de distintos complejos de
inclusion [Uekama et al., 1984; Inoue et al., 1987b; Nakai et al., 1987; Parrot-Lopez et al.,
1990; Claudy et al., 1991; Hirayama et al., 1992].
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1.2.4.2. Métodos de estudio de los complejos en estado solido

La deteccién de la presencia de posibles compuestos de inclusién de CDs en estado
sélido, puede llevarse a cabo por diferentes técnicas. A continuacién se tratardn las mas

usuales en este campo.
1.2.4.2.1. Métodos térmicos
1.2.4.2.1.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Estas técnicas se basan en la medida de la cantidad de calor absorbida o liberada por una
muestra sometida a un programa de temperaturas, representandose en ordenadas el calor
intercambiado, frente a la temperatura en abscisas. El estudio comparado de los
termogramas obtenidos para el principio activo, CD, las mezclas fisicas molécula huésped-
CD y las del teérico compuesto de inclusién, permitird en muchos casos confirmar o
descartar la presencia de dicho complejo [Fujioka et al., 1983; Uekama et al., 1983c; Celebi
y Nagai, 1987; Nakai et al., 1987; Giordano et al., 1988; Lin et al., 1988; Vincieri et al., 1988;
Kitamura ef al., 1990; Claudy et al, 1991; Uekama et al., 1992; Hanawa et al., 1993].

1.2.4.2.1.2. Termogravimetria (TG)

Esta técnica se basa en el estudio de la variacion de peso de una muestra mientras es
sometida a un programa de temperaturas, siendo util para el estudio de la complejacion de
aquellas sustancias que presenten fenémenos de descomposicion o volatilizacién por debajo
de la temperatura de descomposicién de las CDs (a partir de 250 °C). De esta forma, el
analisis termogravimétrico se convierte en un complemento ideal de los estudios por DSC,
permitiendo asignar los diversos intercambios de calor registrados por DSC a diferentes
procesos, tales como fusién, sublimacidén, evaporacion, transiciones solido-sélido o
fenomenos de deshidratacion, etc., siendo una técnica muy utilizada para la caracterizacién
de compuestos de inclusion de CDs con sustancias volatiles [Uekama et al., 1979; Szafranek
y Szafranek, 1983; Mazzi et al., 1988; Nakai et al., 1988; Claudy et al., 1991].
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1.2.4.2.1.3. Microscopia de Platina Caliente (HSM)

Aunque la utilizacion de la termomicroscopia de platina caliente en el campo de las
inclusiones con CDs estd bastante limitada, puede resultar una técnica de utilidad, en

especial para aquellos sistemas en los cuales el firmaco presenta un punto de fusion
superior al de las CDs [Arias, 1995, p. 121].

En efecto, cabe esperar que los verdaderos compuestos de inclusién presenten un {inico
efecto de fusidn, tras el cual se obtenga un fluido homogéneo constituido por una sola fase
correspondiente a dicho complejo. Por contra, en una simple mezcla fisica, cabe esperar que
tras la fusién del componente de menor punto de fusidn, se obtenga un sistema bifasico,
donde el producto de mayor punto de fusién permanece ain en estado solido.

Cuando el principio activo funde a menor temperatura que la CD, resulta dificil de
detectar su cambio de estado visualmente, puesto que su porcentaje en peso en la mezcla
suele ser minoritario respecto al de la CD, por lo que seria muy dificil de confirmar que se

tratase de un verdadero compuesto de inclusion.

Muy recientemente, se ha aplicado esta técnica con éxito para poner en evidencia el
proceso de transformacién sélido-sélido que registra la B-CD a 220 °C [Kohata er al., 1993;
Novak et al., 1994; Bettinetti et al., 1994].

1.2.4.2.2. Métodos espectroscopicos
1.2.4.2.2.1. Espectroscopia de Infrarrojos (IR)

Esta técnica espectroscopica también es empleada para determinar el tipo de interaccion
entre las CDs y la molécula huésped en estado sdlido. Se basa en el estudio del
desplazamiento de las bandas caracteristicas de los grupos funcionales de la molécula
huésped, pues la vibracién y/o rotaciéon de los enlaces en una molécula incluida en la
cavidad de la CD se encuentran restringidas. Esto se traducird en un desplazamiento o
disminucién de las bandas caracteristicas de los grupos funcionales de dicha molécula, en
comparacion con el espectro de la molécula pura [Uekama et al.,, 1983a; Vila-Jato et al,
1987; Erden y Celebi, 1988; Ghandi y Karara, 1988; Giordano et al., 1988; Glomot et al.,
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1988; Szejtli, 1988, p. 190; Russell y McNamara, 1989; Lin, 1990; Rahman et al., 1991].
1.2.4.2.2.2. Difraccién de Rayos X (XRD)

La XRD de polvos se presenta como un método idéneo para la deteccién de compuestos
de inclusién de CDs en polvo o de estados microcristalinos [Vanhoeve et al., 1989]. Si existe
un verdadero compuesto de inclusion, debido a los cambios en los picos de difraccién, los
patrones de difraccion del compuesto de inclusiéon se distinguen claramente de la
superposicion de cada componente en una mezcla fisica. El estudio del patrén de difraccion
permite determinar, ademas, el grado de cristalinidad de la muestra [Gelb et al., 1978;
Corrigan y Stanley, 1982; Sekikawa er al., 1983; Uekama et al., 1984; Si-Nang et al., 1989;
Nozawa et al., 1991; Liu et al., 1992; Shangraw et al., 1992].

Por otra parte, la difraccion de rayos X de cristal simple se muestra como una poderosa
herramienta a la hora de abordar un estudio profundo de la estructura y conformacion del
compuesto de inclusién formado (sistema de cristalizacion, grupo espacial de simetria,
constantes de la celda unidad, etc.) [Harata et al., 1988; Caira et al., 1994]. Sin embargo,
posee el inconveniente de que se trata de una técnica laboriosa, siendo ademas necesario
la obtencién del complejo puro en forma de un cristal de dimensiones y caracteristicas
aceptables [Hirayama y Uekama, 1987, p. 156].

1.2.4.2.2.3. Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 en estado sélido (CP/MAS
3C RMN)

Las técnicas de RMN en estado sélido son de gran interés para el estudio de complejos
de inclusién y otros clatratos. Asi, la espectroscopia de 1>C RMN se caracteriza por el hecho
de que los apantallamientos de los niicleos reflejan no sélo cambios de tipo quimico, sino
también inequivalencias cristalograficas en la celda unidad. De esta forma, la existencia de
un complejo en estado sdlido puede confirmarse mediante la observacion de las lineas de
la molécula huésped en el espectro. Asimismo, multiplicidades de las senales que puedan
aparecer en el espectro en estado sélido y no en solucién indicardn una asimetria en la
posicién de los atomos de carbono de la CD, proporcionando informacién sobre la
estructura cristalina, siendo especialmente 1til en muestras que no pueden ser estudiadas
por cristalografia de rayos X [Ripmeester, 1983; Imai et al., 1988; Gidley y Bociek, 1988].
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Esta técnica va destinada a la caracterizacién de compuestos de inclusién y otros clatratos
aislados en estado puro [Ripmeester, 1986].

1.2.4.2.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La SEM se utiliza en el estudio de aspectos microscdpicos de las materias primas puras
(CDs y principios activos), asi como los productos obtenidos por diversos métodos
(coprecipitacion, atomizacién, molienda, etc.). Aunque exista una clara diferencia entre el
estado de cristalizacion del material de partida y el del producto final, este método no es
el idoneo para confirmar la presencia de un verdadero compuesto de inclusidn; sin embargo,
si es atil para determinar la existencia de un Gnico componente en el producto final [Erden
y Celebi, 1988; Torres-Labandeira et al., 1991a; Ginés et al., 1992b; Ginés et al., 1992c;
Krenn ef al., 1992; Arias et al., 1994, Moyano et al., 1994a, Moyano et al., 1995c¢].

1.2.4.2.4. Modelizacién molecular

El empleo de la simulacién por ordenador alcanza actualmente diferentes campos de
la Ciencias, entre las que destacan la Bioquimica y la Quimica Orgénica. Esta técnica
permite determinar la compatibilidad geométrica del fairmaco con las cavidades de las
diferentes CDs empleadas, estudiando las diferentes posibilidades de orientacion, tanto de
la molécula de farmaco como la/s de CD/s, poniendo de manifiesto la posibilidad de
penetracion en la cavidad de la CD del farmaco o bien de algunos de sus sustituyentes. De
esta forma, la modelizacién molecular se presenta como una herramienta de enorme
utilidad a la hora de racionalizar los resultados obtenidos por técnicas de RMN, tanto en
solucién como en estado sélido, y técnicas de cristalografia de rayos X, siendo objeto de
estudio, a partir de los tipos de interacciones posibles entre ambas moléculas en las
diferentes orientaciones propuestas en funcion de los 4&tomos o grupos funcionales que se
encuentren mas proximos [Cabral-Marques et al., 1990; Djedaini y Perly, 1990b, pp. 217-296;
Wiese et al., 1991; Amato et al., 1992].

1.3. APLICACIONES
Las aplicaciones practicas de las CDs han ido ganando importancia con el paso de los

anos. Las ventajas de sus distintos usos potenciales y su cada vez més facil disponibilidad
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en el mercado juegan un papel decisivo en el interés manifiesto por las mismas. Las
aplicaciones practicas son numerosas. Asi, las CDs son utilizadas en los campos de la
Alimentacién, Cosméticay Perfumeria, Pesticidas, Farmacia, Tecnologia Quimica, Quimica
Analitica, etc. [Uekama ef al., 1979; Baeyens et al., 1988; Szejtli, 1988, p. 186].

1.3.1. Importancia en el campo farmacéutico

Las propiedades fisicoquimicas de las moléculas huésped pueden verse alteradas al ser
rodeadas por el entorno hidrofébico de la cavidad de la CD. Estas modificaciones pueden
ser (tiles para la formulacion de medicamentos. De esta forma, un farmaco puede aumentar
su solubilidad y su velocidad de disolucién, presentar una mayor biodisponibilidad, reducir
posibles efectos secundarios, ademas de mejorar su estabilidad [Froming y Szejtli, 1994,‘ pp-
105-115].

1.3.1.1. Preformulacién

El empleo de CDs proporciona mejoras en los procesos tecnoldgicos de elaboracion de
formas farmacéuticas [Bekers et al., 1991]. Asi, un fairmaco liquido puede ser transformado
en polvo, mejorando de este modo su manipulacién y manufactura [Anguiano-Igea et al.,
1992]. También es de destacar las buenas caracteristicas de las CD para su utilizacién como

excipientes de compresion directa [Pitha y Pitha, 1985; Ismail, 1993].

Por otra parte, la dosificacion uniforme de pequenas cantidades de farmaco puede
mejorarse mediante formulacion de complejos microcristalinos. Asimismo, pueden
prepararse inyectables de preparacion extemporanea mediante la elaboracién de compuestos

de inclusién con CDs, obtenidos por liofilizacion.

Asimismo, el empleo de la complejaciéon con CDs permite en muchas ocasiones el
enmascaramiento de caracteristicas organolépticas desagradables del farmaco complejado,
como en el caso del antiinflamatorio fenbufeno, tras complejacion con la a-CD [Miyaji et
al., 1992).
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1.3.1.2. Aumento de la solubilidad y de la velocidad de disolucién

El compuesto de inclusién de un firmaco poco soluble es, por norma general, mas
hidrofilico que el fArmaco en forma libre. Ello se traduce en una humectacién mas facil y
en una disolucién del firmaco mas rapida y completa [Szente y Szejtli, 1987]. El aumento
de la solubilidad puede ponerse de manifiesto a partir del estudio de diagramas de
solubilidad, mientras que la velocidad de disolucién puede ser determinada mediante
estudios cinéticos [Duchéne et al., 1987, p. 235].

En general, puede llegarse a la conclusion de que el aumento de la velocidad de
disolucion de moléculas de fAirmaco formuladas junto con CDs es el resultado de varios
factores: incremento de la solubilidad, mejora de la humectabilidad, disminucién de la
cristalinidad, dispersién molecular y aumento de la superficie disponible para disolucién
[Corrigan y Stanley, 1982; Chow y Karara, 1986; Ghandiy Karara, 1988; Hassan et al., 1990;
Celebi y Erden, 1992].

Sin embargo, ha de senalarse que no siempre es necesario preparar verdaderos
compuestos de inclusién para mejorar las velocidades de disolucion. Las mezclas fisicas de
principios activos poco solubles o insolubles presentan a menudo mejores velocidades de
disolucidn que los tirmacos solos [Ling ef al., 1991].

1.3.1.3. Mejora de la biodisponibilidad

Dentro de este apartado, se hace hincapié en la via oral, por ser esta la forma de
administracion del firmaco objeto de nuestro estudio. Para aquellos principios activos cuya
velocidad de disolucion limite la velocidad de absorcion, es posible aumentar aquélla
mediante la formacién de compuestos de inclusion con CDs. Como ejemplos, se puede citar
el caso del acido 4-bifenilacético, cuya biodisponibilidad oral es mejorada sensiblemente tras
su complejacion con B-CD [Puglisi et al., 1991], asi como el fenbufeno tras complejacién con
la @y y-CD [Miyaji et al., 1992].

Sin embargo, también debe tenerse en cuenta la importancia de la constante de

estabilidad del complejo formado. De esta forma, complejos con bajos valores de constantes
de estabilidad, al ser administrados, tienden a una rapida liberacién del tairmaco, pudiendo
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llegar a la concentracién de saturacién y precipitando, reduciéndose de esta manera el
efecto que la complejacién posee sobre la biodisponibilidad del farmaco.

Por el contrario, si la constante de estabilidad del complejo es alta, la velocidad de
liberacién del farmaco tiende a ser lenta y la concentracién de farmaco libre en las
proximidades del area donde se produce la absorcion tiende a ser baja.

Se ha establecido que solamente aquellos compuestos de inclusion que posean valores
de constante de estabilidad entre 200 y 5000 L'mol! pueden utilizarse para mejorar la
biodisponibilidad de firmacos hidrofébicos [Pitha et al., 1992c]. En este Gltimo caso, la
administracién de un compuesto de inclusién junto con otra molécula que compita con el
farmaco por la cavidad de la CD puede mejorar la biodisponibilidad de ese farmaco. Esto
ha sido demostrado por Tokumura y cols. [Tokumura et al., 1986] en el estudio de la
biodisponibilidad oral del complejo cinarizina-B-CD con DL-fenilalanina como agente
competidor. Las CDs s6lo pueden actuar como portadores que transfieren el firmaco desde
el medio acuoso a la membrana lipéfila gastrointestinal, no pudiendo absorberse los
compuestos de inclusién debido a su tamano y caracter hidréfilo.

1.3.1.4. Mejora de la estabilidad fisica y quimica

El contenido de principio activo en distintas formulaciones puede disminuir con el
tiempo debido a procesos de degradacién tales como hidrélisis, oxidacion, volatilizacion,
sublimacién, descomposicién por el calor o la luz, reaccién con excipientes de la

formulacion, etc..

Muchos farmacos pueden ser estabilizados frente a estas reacciones mediante
complejacién con CDs. Se han realizado multiples investigaciones sobre este tema, de las
cuales se comentaran, a modo de ejemplo, s6lo algunas de ellas; asi, el melfalan y el 4cido
acetilsalicilico aumentan su estabilidad frente a la hidrélisis mediante inclusion en la HP-8-
CD y en la DIMEB [Loftsson et al., 1990].

Szjetli y cols. han estudiado la inclusién de diferentes sustancias volatiles, tales como

aromas vegetales, esencias, anetol, alcanfor, mentoly timol [Gialne-Fuzy ef al., 1984; Szente
et al., 1985], observando una disminucién de pérdidas por volatilizacion (tanto de la
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evaporacion en liquidos como de la sublimacién en sélidos) y una mejora en su
manipulacién (en particular en aquellos casos en que existe transformacion de liquidos en
s6lidos), permitiendo la mejora de la calidad de formas de dosificacién donde se encuentren
incorporados, en especial supositorios [Szente ef al., 1985] e inhalaciones [Gialne-Fuzy et
al., 1984).

También es importante tener en cuenta la estabilidad del fairmaco en el pH del medio
gastrico. Asi, la proscilaridina, por inclusion en 8-y y-CD [Uekama et al., 1983b], aumenta
su resistencia al medio gastrico. Por otra parte, la hidrdlisis del benzoato de metronidazol
se reduce por complejacién con B-CD [Andersen y Bungaard, 1984].

1.3.1.5. Reduccién de la toxicidad de los farmacos

La inclusion puede disminuir los efectos secundarios derivados de la administracion de
medicamentos. Esto ha sido demostrado mediante la disminucién del efecto ulcerogénico
de varios antiinflamatorios no esteroideos, como por ejemplo el naproxeno [Otero-Espinar
et al., 1991], por inclusién con B-CD.

Por otra parte, la disminucién de la irritacién local en musculo y/o de los efectos
hemoliticos inducidos por firmacos administrados por via parenteral o tépica mediante
complejacion con CDs no metiladas, como la clorpromacina [Uekama e Irie, 1985],
confirman este hecho. Por dltimo, la capacidad complejante de las CDs también puede
emplearse en la disminucién de la toxicidad de determinados firmacos, tales como la

gentamicina [Uekama et al., 1993].
1.3.1.6. Liberacién sostenida

Ademas de diferentes derivados hidrofilicos, particularmente utilizados para mejorar la
solubilidad y/o la velocidad de disolucidn de farmacos poco solubles, se han desarrollado
derivados de CDs de tipo hidrofébico. De esta forma, la introduccidn de grupos etilo en la
molécula de B-CD como sustituyentes de los grupos hidroxilo, da lugar a un descenso de
su solubilidad acuosa en proporcién a su grado de sustitucién. Estos derivados hidrofdbicos,
como por ejemplo heptakis (2,6-di-O-etil)-8-CD (DE-B-CD) y heptakis (2,3,6-tri-O-etil)-S-
CD (TE-B-CD), son candidatos a ser empleados como portadores de farmacos para obtener
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liberacion sostenida. En los trabajos de Uekama y cols. se recogen diferentes ejemplos de
la posibilidad del empleo de derivados etilados para conseguir liberacién sostenida de
ciertos firmacos, como el diltiazem [Horiuchi et al., 1990] y el dinitrato de isosorbide
[Uekama et al., 1987a; Hirayama et al., 1988]. Para finalizar este apartado, es de destacar
el disefio de formas farmacéuticas de liberacion controlada donde se combinan el uso de
CDs hidrosolubles para la elaboracién de un compuesto de inclusién de alta solubilidad,
cuya liberacién se halla modulada mediante el empleo de matrices de diferente naturaleza,
como por ejemplo el control de la liberacion del nifedipino mediante el empleo mixto de
HP-B-CD e hidroxipropilcelulosa [Wang er al., 1993], asi como del diazepam, mediante
elaboracién de matrices erosionables que incluyen el complejo con la HP-B-CD [Conte et
al., 1993]. Por ultimo, comentar que se estin realizando distintos estudios sobre la
combinacidn entre complejos de inclusién con CDs y liposomas [McCormack y Gregoriadis,
1994].

1.4. PRINCIPIO ACTIVO
La gliclazida (1-(1-azabiciclo(3,3,0)octil)-3-(p-tolilsulfonil)urea) es una sulfonilurea de
segunda generacion utilizada como hipoglucemiante oral en el tratamiento de la diabetes

mellitus no insulinodependiente, perteneciendo al mismo grupo que la glibenclamida. Su

estructura quimica se recoge a continuacion:

~Or- g
HC SO,—NH—CO-—NH~—N
AN

Figura 4. Formula quimica de la gliclazida.

1.4.1. Propiedades fisico-quimicas

El principio activo se presenta como polvo cristalino, blanco, inodoro, no higroscéopico,

presentando cierta inestabilidad a la luz. Su punto de fusién se sitda en torno a los 169 °C.

Desde el punto de vista quimico, la molécula se comporta como un 4cido débil (pK, =
5.8). Es practicamente insoluble en agua, siendo soluble en alcohol etilico y metilico y en
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la mayoria de disolventes orgdnicos usuales, debido a la alta liposolubilidad que posee por
la presencia de los grupos azabiciclooctilo y tolilo [Winters et al., 1994]. Asimismo, debido
a su caracter de acido débil, es soluble en soluciones acuosas de amoniaco, hidréxido sédico
e hidréxido potésico. Su peso molecular es de 323.4 [Reynolds, 1993, pp. 279-280 ; Winters
et al., 1994].

1.4.2. Caracteristicas farmacocinéticas

Tras la administracion por via oral de la gliclazida, las concentraciones plasmaticas

maximas (2.8 y 3.9 mg/L) y los valores de t_, (0.4 y 4.8 horas) muestran una gran

variabilidad en estudios en humanos, aunque s:‘;abe que una vez disuelta, la gliclazida se
absorbe rapidamente desde el tracto gastrointestinal. Su relativamente bajo volumen de
distribucion (de 15.9 a 17.4 L) sugiere una limitada distribucion a tejidos, la cual viene
explicada en parte por la alta unién a proteinas plasmaticas que presenta, especialmente a

la albimina (85 al 97 %) [Kobayashi er al., 1984].

Como sucede en el caso de otras sulfonilureas, la gliclazida se metaboliza parcialmente
a nivel hepético a metabolitos hidroxilados o N-oxigenados, asi como en forma de alcohol
y acido carboxilico, siendo todos ellos inactivos.

En cuanto a la eliminacién, sobre la dosis administrada, el 60-70 % se elimina por via
renal, de la cual s6lo un porcentaje inferior al 20 % se halla en forma inalterada. Asimismo,
del 10 al 20 % del farmaco se elimina en heces. La semivida de eliminacién puede variar
entre sexos, situdndose alrededor de 8 horas para varones y sobre 11 horas para mujeres
[Holmes et al., 1984]. Asimismo, es de destacar que la insuficiencia renal sélo presenta un
leve efecto sobre el perfil farmacocinético de la gliclazida [Palmer y Brogden, 1993].

1.4.3. Farmacologia

La gliclazida actiia reduciendo los niveles de glucosa en sangre mediante un mecanismo
miltiple, estimulando la secrecién de insulina y reduciendo la resistencia periférica a la
misma, la cual es muy frecuente en pacientes con diabetes mellitus no insulinodependiente.
Asimismo, aumenta la sensibilidad de las células 8 del pancreas a los niveles de glucosa en
sangre [Veneman ef al., 1991; Cuéllar, 1996, pp. 132-133].

Introduccion 29



Estudio de complejacion de gliclazida con diferentes ciclodextrinas

La gliclazida acta como transportador de iones calcio hacia el interior de las células 8
del pancreas, los cuales intervienen en el proceso de secrecion de la insulina [Holmes et al.,
1984; Winters et al., 1994].

Es importante sefialar que la gliclazida también presenta efectos beneficiosos a nivel
cardiovascular, al poseer accion antiagregante plaquetariay ademas retrasar la aparicion de
retinopatias, siendo ello muy interesante desde el punto de vista de los pacientes diabéticos,
los cuales presentan con mucha frecuencia este tipo de problemas [Palmer y Brogden, 1993].

La gliclazida, como ya se ha comentado, se emplea en el tratamiento de la diabetes
mellitus no insulinodependiente estable, no complicada con cetoacidosis en aquellos casos
que no pueda controlarse Gnicamente con la dieta. La dosis en adultos oscila entre 40 y 80
mg/dia, pudiendo aumentarse gradualmente hasta 320 mg/dia repartida en dos tomas diarias
[Catalogo de Especialidades Farmacéuticas, 1996, p. 370].

1.4.4. Elaboracién de compuestos de inclusién con gliclazida: interés biofarmacéutico

La eleccién de este principio activo para su formulacién con CDs se ha basado en las

siguientes premisas:

¢ La administracién de antidiabéticos orales esté indicada para enfermedades que afectan
a amplios sectores de la poblacién y por ello, es de gran importancia practica la mejora y
optimizacion de nuevas formulaciones sobre las ya existentes en el mercado.

e La gliclazida presenta una biodisponibilidad relativamente baja por via oral, con
grandes variaciones interindividuales [Holmes et al., 1984). Esto puede atribuirse, con toda
seguridad, a su baja solubilidad acuosa, que haria que el proceso de disolucion fuera el
factor limitante de la absorcién; por lo cual la gliclazida podria beneficiarse de su
formulacién con CDs.

e Igualmente su elevada t . (hasta 4.8 h) seguramente esta relacionada con la lenta
absorcién que presenta el firmaco desde el tracto gastrointestinal, debido igualmente a su
baja velocidad de disolucién en fluidos acuosos. Asi, el empleo de la complejaciéon con CDs

se presenta a priori como una técnica valida para la aceleracién del proceso de absorcién.
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» Favoreciendo la absorcién del firmaco, de forma que ésta se produzca totalmente, se
puede contemplar la disminucién de la dosis de principio activo necesaria para lograr un
efecto terapéutico ptimo.

1.5. OBJETIVOS

Una de las técnicas mas ampliamente utilizadas en los altimos tiempos para lograr un
aumento de la biodisponibilidad de los farmacos es la elaboracion de compuestos de
inclusion con CDs.

La irregular absorcién de la gliclazida, debida a sus bajos valores de solubilidad y
velocidad de disolucién, orienta esta Memoria hacia la elaboracién de compuestos de
inclusién de este farmaco con el fin de mejorar sus caracteristicas de biodisponibilidad, lo
que podria dar paso a una disminucién de la dosis necesaria para alcanzar el efecto

terapéutico deseado.

Los objetivos que se pretenden conseguir con este trabajo se centran en dos grandes
apartados. En primer lugar, la puesta a punto de una técnica (til para la elaboracién de
complejos de inclusién de gliclazida con diferentes CDs: a-, 8-, HP-B- y B-CD parcialmente
metilada (PMCD).

Una vez obtenidos los diferentes preparados, a continuacién se procedera al estudio de

la influencia de distintos factores sobre los perfiles de liberacion:

¢ Tipo de CD empleado, estudiando tanto la influencia del tamafo de cavidad como

los tipos de sustituyentes para los derivados de CDs.
e Técnica de elaboracién.

Ensegundo lugar, se hace obligatoria la realizacién de una amplia caracterizacion fisico-
quimica de los sistemas elaborados por diferentes técnicas (estudio de solubilidades, 1.
RMN, C-RMN, SEM, DSC, TG, HSM, CP/MAS *C-RMN, XRD e IR).
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Con este estudio, se pretende profundizar en el estudio de las interacciones existentes
entre farmaco y CD, asi como poner de manifiesto la posible presencia de compuestos de
inclusién, con un estudio pormenorizado de la estructura de los mismos.
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2.1. MATERIAL

Los productos utilizados en la elaboracién de nuestras formulaciones han sido:

e Farmaco: gliclazida

¢ Vehiculos: a-, 8-, HP-B— (grado de sustitucién molar aproximado (MS) = 0.590) y
PMCD (grado de sustitucién aproximado (DS) = 2.07)

2.1.1. Principio activo

La gliclazida utilizada se present6 como polvo blanco fino microcristalino, procedente de
Oril (Francia) y fue cedido por Laboratorios Servier S.A. (E-Madrid).

2.1.2. CDs

La primera dificultad que se presenta a la hora de abordar la elaboracién de complejos
de inclusion es la elecciéon adecuada de la CD, ya que es practicamente imposible,
conociendo tan sélo la estructura de un firmaco, predecir su comportamiento. Por otra
parte, debido a la gran variedad de CDs que existen actualmente en el mercado, inicamente
la realizacién de ensayos experimentales permitira determinar la CD més idénea para este
principio activo. En nuestro caso concreto, la gliclazida posee dos radicales de tamafo
relativamente pequefio, como son el tolil y el azabiciclooctil, los cuales pueden ser
facilmente complejables con CDs de pequefio tamafio de cavidad. En consecuencia,
decidimos probar las CDs naturales con los dos didmetros de cavidad interna mas pequefios,
correspondientes a la a- y la B-CD, asi como desechar la y-CD, por considerar que su
diametro de cavidad es excesivamente grande como para obtener una complejacion efectiva.
Por otra parte, dada la baja solubilidad acuosa de la B-CD natural, decidimos utilizar dos
de sus derivados mas solubles (HP-B- y PMCDs). Las sustancias empleadas provenian de:

¢ Ringdex (F-Paris) la a-CD y la PMCD
¢ Roquette (F-Lestrem) la B-CD
¢ Rhodne-Poulenc (F-Paris) la HP-8-CD
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2.2. METODOS

2.2.1. Valoracién del principio activo

Basandonos en datos bibliograficos sobre compuestos relacionados [Clarke, 1974, p. 576]
y tras la realizacion del espectro de absorcidn ultravioleta-visible, se escogié como longitud
de onda mas adecuada los 228 nm, por ser aquélla en la que el fairmaco ha mostrado su

maxima absorcion.

Posteriormente, se ha establecido la linealidad del método propuesto, tanto en agua
como en medio gastrico artificial. Los pardmetros de regresién de mayor interés de las
rectas obtenidas, se recogen en las Tablas I y II, respectivamente. Paralelamente a esta
determinacion, se establecid la estabilidad del farmaco mediante espectrofotometria a la
misma longitud de onda (228 nm), no existiendo variaciones significativas en los valores de
absorbancia respecto al tiempo de soluciones de gliclazida en agua y en medio gastrico
artificial sin enzimas. También se puso de manifiesto en dicha longitud de onda que las
diferentes CDs no presentaban absorcién, incluso a concentraciones muy superiores a las

que aparecerian en la realizacién de nuestras experiencias.

Coef. determinacién: 0.9982 Término independiente: -0.4104
Coef. correlacion: 0.9991 Error estandar: 0.1357
Fuente G.L. | Suma de Cuadrados Varianza F Prob.
Regresion 1 82.3526 82.3526 4470.35 | < 0.0001
Residuales | 8 0.1474 0.0184
Total 9 82.5000
Coef. regresion Coef. estandar Error estandar T Prob.
23.5192 0.9991 0.3518 66.8607 < 0.0001

Tabla I. Principales parimetros estadisticos de la recta de calibrado de gliclazida en agua.
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Eoef. determinacion: 0.9987 Término independiente: 0.0858
oef. correlacion: 0.9993 Error estandar: 0.1168
Fuente G.L. | Suma de Cuadrados Varianza F Prob.
Regresion 1 82.3908 82.3908 6037.63 | < 0.0001
Residuales 8 0.1092 0.0136462
Total 9 82.5000
Coef. regresion Coef. estandar Error estandar T Prob.
10.3247 0.9993 0.1329 77.7022 < 0.0001

Tabla II. Principales pardmetros estadisticos de la recta de calibrado de gliclazida en medio

dcido.

2.2.2. Elaboracion de los sistemas binarios

Se han empleado cinco métodos para efectuar la preparacion de los compuestos de
inclusién: dos de ellos en estado sélido (amasado o kneading y molienda o co-grinding) y tres
en medio liquido (coprecipitacién, neutralizacién y atomizacion o spray-drying). En todos los
casos, se prepararon en una proporcién molar 1:2 firmaco:CD, deducida tras la realizacion

de los diferentes estudios del proceso de complejacion en medio liquido.
2.2.2.1. Amasado (kneading)

Para la realizacién de dicha técnica, una vez pesadas las cantidades necesarias de farmaco
y CD (balanza monoplato Mettler AE 50), procedemos a colocar la CD en un mortero,
amasandola junto a una pequeiia cantidad de agua destilada, con ayuda de un pistilo.
Posteriormente, se adiciona poco a poco el firmaco, amasando la mezcla durante 45 min.
Para mantener la consistencia de la mezcla, durante el proceso se adicionaron pequenas
cantidades de agua destilada. Por dltimo, el producto obtenido se deseca en estufa (Selecta
204) a 37 °C durante 24 h.
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2.2.2.2. Atomizacién (spray-drying)

En este caso, en primer lugar se preparan por una parte una solucién alcohdlica de
gliclazida (400 mL) y por otra una solucién acuosa de la CD (300 mL), mediante adicion
del disolvente y baio de ultrasonidos (Selecta A09) durante 5 min. Los pesos del farmaco
y la CD, mantienen, como siempre, una proporcién estequiométrica 1:2. Una vez obtenidas
las disoluciones, éstas se mezclan y la solucién resultante se somete a baiio por ultrasonidos
durante 20 min. Por Gltimo, se procede a eliminar el disolvente, atomizando la solucion en
un Mini Spray-Dryer (Biichi 190M), bajo las siguientes condiciones: temperatura de entrada:
152 °C; temperatura de salida: 85 °C; velocidad de flujo del aire: 400 NL hl; velocidad de
bombeo de la solucién hidroalcohélica: 800 mLh™.

2.2.2.3. Coprecipitacion

La preparacién del compuesto de inclusién se lleva a cabo mediante la adicion a una
solucién 0.012 M de B-CD en agua (100 mL), bajo agitacién magnética constante, de una
cantidad de firmaco equivalente a una relacién molar 1:2 farmaco-CD (0.1940 g). Se
mantiene en agitacién durante 7 dias a temperatura ambiente. Es necesario sefalar que
dicho proceso se realiz6 en oscuridad, debido a que el fairmaco es fotolabil. Por Gltimo, el
precipitado obtenido se separa mediante filtracién a vacio y posteriormente se seca a
temperatura ambiente, con objeto de evitar la pérdida del agua de cristalizacion o
estructural del mismo.

2.2.2.4. Neutralizacién

Esta técnica se basa en la preparacién de una solucién de gliclazida en una solucion
0.012 M de B-CD, alcalinizada previamente con una pequefia cantidad de solucion de
hidréxido aménico (25 %) con objeto de solubilizar la gliclazida. Una vez disuelto el
farmaco y obteniéndose una solucién limpida, se procedié a neutralizar la misma con
solucién de acido clorhidrico 1N bajo agitacion magnética, hasta alcanzar el punto de
equivalencia. La aparicién de un precipitado blanco corresponde a la formacién del
compuesto de inclusion. La separaciony secado de dicho precipitado sigue los mismos pasos

que la técnica de coprecipitacion.
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2.2.2.5. Molienda (co-grinding)

Se pesan los componentes y se someten a mezclado durante 15 min. Al cabo de este
tiempo, la mezcla fisica asi obtenida se introduce en el molino oscilatorio (Herzog HSM
100). El volumen del mismo es de 300 cm®, utilizindose solamente una tercera parte de la
capacidad del aparato. La molienda se efectud en un intervalo de tiempo de 5 min.

Para todos estos métodos, el solido obtenido se sometié a trituracién y posterior
tamizado (tamizadora eléctrica Retsch vibro) y tamices (Cisa) colocados en cascada,
seleccionandose la fraccion granulométrica comprendida entre 50 y 200 pm.

2.2.2.6. Mezcla fisica

Con el fin de lograr unos productos que sirvieran de referencia a la hora de comparar
los resultados obtenidos mediante las distintas técnicas de elaboracion, se prepararon
también las correspondientes mezclas fisicas de los mismos. Estas se obtuvieron por simple
homogeneizacién de los dos componentes previamente tamizados en idénticas condiciones
que lo fueron los sistemas binarios y ternarios, estando sus pesos igualmente en proporcién
molar 1:2.

2.2.3. Estudios de complejaciéon farmaco-CD
2.2.3.1. Estudios en estado liquido

2.2.3.1.1. Solubilidad

Esta técnica tiene como objetivo poner de manifiesto el efecto de la concentracidn del
vehiculo complejante (CD) en la solubilidad de nuestro firmaco, para lo cual se determina

su solubilidad en funcién de cantidades crecientes de CD.

De este modo, sobre matraces erlenmeyers de 50 mL que contenian 10 mL de agua a
temperatura ambiente y concentraciones variables de CD, se adiciond un exceso de fairmaco
correspondiente a unos 10 mg del mismo. Con el fin de evitar toda posible interaccién en
estado solido de los componentes, la adicién del principio activo se realizd tras la
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solubilizacién total del vehiculo.

Estos matraces asi preparados se mantuvieron cerrados y en agitacion (Selecta Rotaterm)
durante 7 dias en oscuridad hasta alcanzar el equilibrio total del sistema. A continuacion,
se procedi6 a su valoracién espectrofotométrica (Hitachi U-2000) ajustando la longitud de
onda a 228 nm, previa filtracion de las muestras con objeto de eliminar la fase sélida
presente. Esta se realizé mediante jeringa y filtros de nitrocelulosa (Millipore®) de 0.22 pm
de diametro de poro. Igualmente, se realizaron diluciones adecuadas de las soluciones
obtenidas, con el fin de conseguir la concentracién apropiada del firmaco para proceder a
su valoracién. Los ensayos se realizaron por triplicado. De acuerdo con el método propuesto
por Higuchi y Connors [Higuchi y Connors, 1965], se procedi6 al calculo de la constante de
estabilidad aparente. Dicho célculo se realizé a partir de los valores de pendiente de la
porcidn ascendente y ordenada en el origen de los diagramas de solubilidad (S,), mediante
la siguiente expresion:

_ pendiente
¢ 8, (1 - pendiente)

Por ltimo, se estimé el valor de eficacia solubilizante, que se define como el aumento
de solubilidad relativo del fairmaco observado a una determinada concentracion de CD, a

partir de la siguiente ecuacion:

. . Scp
Eficacia solubilizante = ——

SO

donde S, representa la solubilidad aparente del firmaco a una concentracion dada de
CD.

2.2.3.1.2. Resonancia Magnética Nuclear de Protones (\H-RMN)

Para abordar el estudio de la posible interaccion entre la gliclazida y las CDs se
obtuvieron los espectros de 'H-RMN mediante un equipo de RMN (Bruker ACF-200),
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utilizando un campo magnético de 4.7 T a 200.13 MHz. En primer lugar, se registraron los
espectros correspondientes a la giclazida y a la B-CD, para luego proceder al registro del
sistema binario gliclazida-CD. Con objeto de solubilizar la gliclazida, los estudios se
realizaron en una solucién 0.2 N de NaOD (Merck) en agua deuterada (Merck). Las
concentraciones de las soluciones fueron de 5 mg/mL para la gliclazida, 35 mg/mL para la
CD y 40 mg/mL para la mezcla fisica 1:2. Para la obtencién de los espectros, la seial del
agua fue presaturada previamente. Los desplazamientos quimicos se han referido a la sefial
del trimetilsililpropanosulfonato, sal sédica (DSS) (Merck) como referencia externa a 0
partes por millon. El tiempo de adquisicion fue de 3.49 us, siendo la duracién del impulso
de 2 ps. El dominio temporal (TD) fue de 16 K, siendo procesados los espectros también
con un tamafio de 16K. La ventana espectral (SW) fue de 2347 Hz.

En segundo lugar, se realiz6 un estudio del efecto nuclear Overhauser (nOe) tipo steady-
state monodimensional, mediante saturacidn no selectiva del protén Hy de la CD, con el
objetivo de investigar la proximidad de protones de algin radical del fairmaco que se
encuentre dentro de la cavidad de la CD, como ya se menciond en la seccién de
introduccién. Todos los ensayos se realizaron a 310 °K (37 °C). Asimismo, todas las
muestras fueron previamente degasificadas mediante burbujeo con nitrégeno, con objeto de

eliminar el oxigeno disuelto en las mismas.

Por altimo, se llev6 a cabo un estudio de la estequiometria en medio liquido mediante
la técnica de los puntos de Job [Job, 1928]. Para ello, se empled un equipo de RMN (Bruker
AC-200), empleando condiciones analogas a las de los ensayos anteriores. Se realizaron los
espectros de una serie de soluciones en las cuales la suma de las concentraciones de las dos
especies se mantuvo constante ([gliclazida] + [8-CD] = 15.46 mM), pero donde la fraccién
molar de cada componente (r = [gliclazida] / ([gliclazida] + [8-CD]) o r = [B-CD] /
([gliclazida] + [B-CD]) oscil6 entre 0 y 1. En estas condiciones, si un pardmetro fisico
directamente relacionado con la concentracion de complejo se representa en funcién de 7,
el valor maximo de dicho parametro se registrara para el valor de r = m / m + n, siendo
m y n las proporciones estequiométricas de firmaco y CD en el complejo, respectivamente.
En nuestro caso, el pardmetro empleado fue el valor de variacion de desplazamiento
quimico observado (AS, ), siendo A8, la diferencia entre el 8 de un protén del farmaco
ode la B-CD en forma libre y forma complejada. Para que dicho pardmetro sea valido, debe
existir un rapido intercambio en el equilibrio entre la forma libre y complejada del farmaco
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en solucién, de forma que los picos correspondientes a la forma libre y complejada no
puedan distinguirse individualmente, visualizindose una media de ambos; dicho

requerimiento se cumple en nuestro caso.
2.2.3.1.3. Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (3*C-RMN)

Las posibles interacciones moleculares que se producen entre el firmaco y las CDs han
sido estudiadas mediante un aparato Bruker ACF-200, que operaba a un campo magnético
de 4.7 T a 50.32 MHz. La adquisici6én de datos se realizé utilizando una ventana espectral
de 12500 Hz. El tiempo de adquisicion fue de 0.655 us, siendo la duracién del impulso de
3 us. El resto de condiciones son analogas a las del apartado anterior.

2.2.3.1.4. Modelizacién Molecular

El estudio de la hipotética estructura del compuesto de inclusion formado se llevé a cabo
mediante el programa de modelizaciéon molecular SYBYL [Moyano et al., 1996a]. El
procedimiento de ajuste se realizo a través del comando DOCK de SYBYL [SYBYL Theory
Manual, p. 61]y campo de fuerza Tripos 5.2. Dicho procedimiento incluy6 el calculo de las
energias de interaccion, tanto de tipo electrostatico como de Lennnard-Jones, entre el
ligando y el sustrato. Las coordenadas iniciales para la gliclazida fueron tomadas a partir
de la estructura del compuesto de inclusién con el fenoprofeno [Hamilton y Chen, 1988].
La molécula de gliclazida se emplazé en el espacio existente entre las dos moléculas de 8-
CD, hallandose un minimo en el valor de energia de interaccion posicional mediante
rotacién y traslacion de aquélla. Asimismo, se llevd a cabo un proceso de minimizacion, con
objeto de obtener un minimo de energia conformacional para el compuesto de inclusion.

2.2.3.2. Estudio estructural. Caracterizacién en estado sélido

2.2.3.2.1. Estudio morfoldgico

2.2.3.2.1.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Se estudiaron las caracteristicas morfoldgicas de los productos comerciales de partiday

de los distintos sistemas utilizando un microscopio electronico de barrido (Philips XL-30).
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La tension de voltaje (de 10 a 20 kV) y el spot (de 3 a 5) empleados fueron los adecuados
a cada caso en particular para obtener la mejor calidad de imagen.

Para su correcta observacion, las sustancias de partida se depositaron sobre una cinta
adhesiva de doble cara, que se encontraba previamente fijada a un portaobjetos de aluminio.
Una vez asi preparadas, estas muestras se sometieron a metalizaciéon mediante bafio de
grafito u oro (Edwars auto 306) con el fin de hacerlas conductoras. En cuanto a los
aumentos empleados para obtener las fotografias fueron alrededor de 1000x, suficientes para
obtener una visién global de la forma y contorno de las particulas bajo estudio. Cuando fue
necesario apreciar con mayor resolucin los detalles de las superficies de las muestras
analizadas se recurrio a la utilizacién de mayores aumentos.

2.2.3.2.2. Estudio térmico
2.2.3.2.2.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y termogravimetria (TGA)

Los estudios por DSC y el andlisis termogravimétrico se llevaron a cabo mediante un
aparato Mettler TA 4000, equipado con un horno DSC 25 y una termobalanza TG 50. Las
muestras fueron pesadas (microbalanza Mettler M3) en pocillos de aluminio abiertos (DSC,
peso: 4-7 mg) o en pocillos de alimina (TGA, peso: 11-12 mg). En el caso del DSC, las
muestras se sometieron a un calentamiento previo desde 40 a 80 °C, seguido de una
isoterma de 10 min a 80 °C, finalizando con un enfriamiento hasta 40 °C, con objeto de
deshidratar las muestras para una mejor evaluacién del pico de fusidon del farmaco.
Posteriormente, se realizé un barrido desde 40 a 250 °C. En todos los casos la velocidad de

calentamiento fue de 10 °C'min’!, en atmdsfera de aire estatica.

En el caso del estudio por TGA, las muestras bajo estudio se sometieron a un
calentamiento desde 40 a 250 °C a una velocidad de 10 °C-min’}, utilizando nitrégeno como
gas de purga.

2.2.3.2.2.2. Microscopia de Platina Caliente (HSM)

La observacién microscopica del proceso de fusion de las muestras se realizo mediante
una platina caliente Mettler FP 82HT, acoplada a un microscopio Olympus BH-2 (objetivo
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10x) con un dispositivo de registro fotografico. La regulacion de la velocidad de
calentamiento se realizd mediante una unidad de control Mettler FP 80HT.

La temperatura inicial de programacion fue de 30 °Cyy la final, variable dependiendo del
tipo de muestra. La velocidad de calentamiento general fue de 5 °C'min™! y de 1 °C'min’!

en las zonas de mayor interés.

Una pequefa cantidad de la sustancia bajo estudio se situé entre un portay cubreobjetos,
introduciéndose ambos en la platina. Posteriormente, se sometié el sistema al ciclo de
temperatura previamente establecido, donde el aporte calorifico se realizé de forma lenta
y gradual, tomandose registros fotograficos de las imagenes més interesantes.

2.2.3.2.3. Estudio espectral
2.2.3.2.3.1. Difraccién de Rayos X (XRD)

Los difractogramas correspondientes a las distintas muestras en polvo se obtuvieron
mediante un equipo de XRD (Siemens Kristalloflex D-500) equipado con un contador de
centelleo y unidad discriminadora. Se utilizé radiaciéon CuKa filtrada por Ni, empleando
36 kV y 26 mA. La velocidad de barrido fue de 1 ° (20) min}, la velocidad de carta de 1
cm'min’! y la sensibilidad, la adecuada, generalmente 2-10* cps. Las muestras orientadas
al azar se exploraron entre 2y 65 ° (20). Los difractogramas se realizaron por duplicado.
Los espectros de difracciéon de los productos de partida han sido comparados con las

muestras patrones recogidas en las fichas JCPDS.
En el caso de los sistemas gliclazida-B-CD, se realizé un segundo estudio mas detallado,
empleando para ello un equipo Philips PW 1800. Se utiliz6 en este caso radiaciéon Cu Ka

filtrada por cristal de grafito, aplicando 50 KV y 30 mA. La velocidad de barrido fue de
1 °(26) min’!, explorandose las muestras entre 2 y 50 ° (20).

2.2.3.2.3.2. Espectroscopia de Infrarrojos (IR)
Los espectros de IR de las sustancias de partida y de los sistemas binarios se obtuvieron

mediante transformadas de Fourier de los espectros obtenidos para muestras preparadas en
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forma de discos de KBr. Para ello se utiliz6 un instrumento de IR Bomem MB-120. El
intervalo de longitud de onda empleado se mantuvo entre 600 y 4000 cm™), con 10 barridos
por espectro y una resolucién de espectro de 4 cm™.

2.2.3.2.3.3. Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 en estado sélido (CP/MAS
13C RMN)

Los espectros de 1>C RMN en estado sélido de las muestras se obtuvieron mediante un
aparato Bruker CXP-300, operando segin la técnica de polarizacién cruzada y rotacion en
el angulo magico (CP/MAS). El campo magnético utilizado fue de 7.04 T, junto a una
frecuencia de 75.47 MHz para el nicleo de carbono. El angulo de impulso fue de 3.1 us y
el tiempo de contacto para las condiciones de Hartmann-Hann es de 1 ms. El tiempo de
adquisicion fue de 23 ms, el mismo valor que para el tiempo de desacoplamiento, siendo
el dominio temporal (TD) de 1K. Los espectros fueron procesados con un tamao de 8K.
La ventana espectral (SW) empleada fue de 22000 Hz (300 ppm). Los desplazamientos
estan referidos al tetrametilsilano (TMS) como estandar.

Respecto a la muestra de gliclazida, se realizaron dos espectros en las mismas
condiciones, pero con diversa velocidad de rotacidn, con objeto de asignar los picos debidos
a la rotacion (sidebands), identificados sobre el espectro registrado a 3.9 KHz de velocidad
de rotacion. Todos los espectros restantes se registraron a 4.5 KHz. El nimero de barridos
fue variable, debido a las diferentes respuestas de las muestras.

2.2.4. Velocidad de disolucién

De los métodos propuestos por las distintas Farmacopeas para realizar este ensayo, se
ha utilizado el del cestillo rotatorio, recogido en USP 23 [USP 23, 1995, pp. 1791-1792].
Para realizar el ensayo de liberacion in vitro, se utilizé un aparato de disolucién (Turu Grau
D-6) que cumplia las especificaciones recogidas en USP 23 [USP 23, 1995, pp. 1791-1792].
La velocidad de rotacién se reguld a 50 rpm, utilizando cipsulas del namero cero.

Para estos ensayos, se preparé medio gastrico artificial sin enzimas [USP 23, 1995, p.

2053], siendo el volumen de medio empleado de 1000 mL. El ensayo se realizé a una
temperatura de 37 + 0.5 °C, tomindose muestras de 3 mL a intervalos de tiempo
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previamente establecidos (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 y 60 min), con el fin de poder efectuar
la determinacién cuantitativa del fairmaco liberado en funcién del tiempo. Para ello, se
sigui6 la técnica espectrofotométrica puesta a punto en nuestro laboratorio. Los ensayos se
efectuaron por triplicado.

Una vez representados los perfiles de liberacion del farmaco, se prosigui6 con el analisis
de los mismos, con objeto de completar el estudio que tratamos de llevar a cabo sobre la
mejora conseguida en la disolucién para nuestras formulaciones respecto a las mezclas
fisicas y farmaco puro. Para ello, se procedi6 a la determinacion de una serie de parametros
que nos ayudarfan en nuestro cometido, y que proveerian de suficiente informacion acerca
del proceso de disolucion. Estos fueron la eficacia de disolucién en los primeros 60 min
(DE) y porcentaje de firmaco disuelto en los primeros 60 min (DPg).

2.2.5. Tratamiento estadistico
Una vez obtenidos los datos experimentales correspondientes a los diferentes ensayos
realizados, éstos son sometidos a las pertinentes pruebas estadisticas. Para ello, se han

utilizado programas comerciales (Abstat. Anderson-Bell Co., 1985y SYSTAT for Windows 3.1
para ordenadores personales).
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3.1. CARACTERIZACION DE LAS MATERIAS PRIMAS
3.1.1. Estudio morfoldgico
3.1.1.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La gliclazida de partida se presenta mediante SEM como un polvo micronizado,
apareciendo en forma de pequeios cristales de forma irregular (10-50 um) (Figura 5).

El producto obtenido tras el tratamiento por amasado presenta cristales de morfologia
similar al compuesto comercial. En el caso de la gliclazida sometida a molienda (Figura 6),
se observan particulas de muy heterogéneo tamaiio, sin morfologia definida, formadas por
agregados de particulas mas pequeiias.

Para el sistema obtenido mediante atomizacién (Figura 7), se observa una importante
reduccién del tamafio de particula, estando constituida la muestra por cristales de tamafo
sensiblemente inferior al fAirmaco de partida. Resulta interesante destacar que en esta
ocasion las particulas no adquieren forma esférica, como es habitual cuando se emplea esta
técnica de procesado.

Hay que tener en cuenta que esta modificacion en el tamafio de particula de nuestro
principio activo, en los casos de la molienda y el atomizado, se puede traducir en un
importante aumento en el area superficial, lo que al menos, a priori, puede suponer
modificaciones trascendentales en algunas de sus propiedades, en especial la velocidad de
disolucidn. Estas modificaciones se discutirdn en un apartado posterior de la presente
Memoria. ' '

El estudio de las CDs bajo SEM se ha efectuado en funcién de sus semejanzas y
diferencias morfoldgicas, las cuales se describen a continuacion. Las CDs naturales aparecen
como particulas cristalinas de forma prismética. Junto a estos cristales coexisten otros de
menor tamano, algunos de ellos adheridos a la superficie de los mayores. A modo
representativo, en la Figura 8 se recoge el aspecto de la B-CD comercial.
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Figura 6. Microfotografia por SEM correspondiente a la gliclazida molida.
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Figura 8. Microfotografia por SEM correspondiente a la B-CD comercial.
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La HP-B-CD, por su parte, presentd bajo SEM una estructura claramente amorfa, donde
predominan las estructuras esféricas y fusiformes. La naturaleza amorfa de esta CD radica
en que la reaccion entre la B-CD y el éxido de propileno para su obtencidn no es una
reaccion selectiva, sino que da lugar a una mezcla de sustancias, concretamente un producto
hepta-sustituido con 7 dtomos de carbono asimétricos y por tanto con 2’ = 128 formas
isoméricas posibles en el producto final. Ello explica la incapacidad de la HP-B-CD para
cristalizar como un Gnico producto [Szejtli, 1988, p. 59]. En cuanto al tamafio de estas
particulas, aunque es muy variable, supera casi siempre las 50 um (Figura 9).

En el caso de la PMCD (Figura 10), predomina la presencia de estructuras de tipo mas
o menos laminar, de tamafo variable (10-60 um) y aspecto claramente amorfo. Esta Gltima
situacién se debe a su incapacidad de cristalizar, al no constituir un Gnico derivado, sino ser
una mezcla de productos, de forma similar a como ocurria en el caso de la HP-8-CD.

Figura 9. Microfotografia por SEM correspondiente a la HP-B-CD comercial.
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Figura 10. Microfotografia por SEM correspondiente a la PMCD comercial.

Respecto a los productos obtenidos por amasado, hemos de sefialar que no sufren
cambios morfoldgicos de importancia con las CDs de origen, excepto en el caso de la HP-8-
CD, donde se observa una modificacion significativa en su aspecto, consistente en la ruptura
de las formas esféricas y fusiformes, apareciendo estructuras laminares de dimensiones

relativamente grandes, junto con particulas amorfas de pequeno tamafo (Figura 11).

Las CDs tratadas por molienda se caracterizan en general por la presencia de particulas
con los bordes erosionados, debido al efecto triturador del molino coloidal. Este hecho se
revela claramente en la fotografia correspondiente a la 8-CD tratada por molienda (Figura

12).
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En cuanto a los derivados atomizados de las CDs, debemos sefalar que la aplicacién de
esta técnica a las mismas conduce, en todos los casos e independientemente del tipo de CD,
a particulas de morfologia muy similar. Estas se presentan en formas esféricas amorfas de
tamano muy pequefo (didmetro comprendido entre 1y 5 um). En el caso de la PMCD
(Figura 13) se observa que las particulas esféricas huecas han sufrido un efecto de
“deshinchamiento”, que podemos atribuir al calor generado por el haz de electrones del
microscopio al incidir sobre las muestras, dado que esta CD es la que presenta menor punto
de fusidn, tal y como se vera en la seccion de caracterizacion térmica.

Figura 11. Microfotografia por SEM correspondiente a la HP-B-CD amasada.
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Figura 13. Microfotografia por SEM correspondiente a la PMCD atomizada.
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3.1.2. Estudio térmico
3.1.2.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Los termogramas por DSC correspondientes a la gliclazida comercial y tras ser sometida
a calentamiento previo se recogen en la Figura 14. De igual formay a titulo de ejemplo, en
la Figura 15 se muestran los termogramas del fairmaco tras ser sometido a los tratamientos
de molienda y atomizacién. Dichos termogramas ponen en evidencia la estabilidad del
farmaco frente a las diversas técnicas de procesado utilizadas, a la vez que suministran
informacién sobre el punto y entalpia de fusién del fAirmaco (AH;). Asimismo, procedimos
a la evaluacién de la cristalinidad en las muestras a partir de los valores de AH;. El

porcentaje de farmaco amorfo se calculé a partir de la siguiente expresion:

AH
% Amorfo =100 - —Lme . 100

f comercial

Dichos datos se encuentran recogidos en la Tabla III. Debemos sefialar que, en ningdn
caso, el calentamiento previo de las muestras ejerce influencia alguna sobre los parametros
térmicos determinados mediante la técnica de DSC.

Técnica de Procesado PF (°C) | AH; (J/g) | % Amorfo
Comercial 169.4 121.0 -
Amasado 168.8 116.3 4.1
Gliclazida . ‘
Molienda 166.8 107.6 11.4
Atomizacion 165.9 107.0 11.6

Tabla I1I. Evaluacion térmica de la gliclazida sometida a las diferentes técnicas de

procesado bajo estudio (PF: punto de fusion; AHf : entalpia de fusion).
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Figura 14. Termogramas por DSC correspondientes a la gliclazida comercial: (a) sin

precalentamiento, (b) con precalentamiento.
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Figura 15. Termogramas por DSC correspondientes a la gliclazida: (a) molida, (b)
atomizada.
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Los resultados ponen de manifiesto una leve disminucion en el punto de fusion del
farmaco, sobre todo al ser sometido a las técnicas de atomizacién y molienda. Mas
significativa es la disminucion en el valor de AHj, situacién que podemos interpretar como
una posible amorfizacién parcial del farmaco, siendo ésta mas patente cuanto mas drastico
es el método de procesado. Asi, la molienda y atomizacién son las técnicas que conducen
a un mayor descenso en la cristalinidad del firmaco (alrededor del 11 %). Esta hipétesis
se verd confirmada al aplicar otras técnicas de caracterizacién, como por ejemplo la
difraccién de rayos X. |

Los termogramas por DSC de las diferentes CDs comerciales se recogen en las Figuras
16 a 19. Los resultados indican que, mientras la «-CD la comercial (Figura 16) muestra tres
efectos endotérmicos bien definidos a 62, 89 y 105 °C, respectivamente, en el termograma
de la a-CD sometida a un proceso de calentamiento previo, inicamente se registran los
efectos endotérmicos de mayor temperatura. Estos resultados indican que sélo las moléculas
de agua muy fuertemente ligadas a la CD son capaces de resistir el proceso de
precalentamiento aplicado. Algunos autores han evaluado estos efectos endotérmicos,
determinando que se corresponden con la pérdida de 2.3, 1.6 y 2.8 moles de agua,
respectivamente [Kohata ef al., 1993]. También resulta evidente un leve desplazamiento en
las temperaturas de pico de dichos efectos endotérmicos, situacién que podemos atribuir al
efecto que el proceso de calentamiento previo pudiera ejercer sobre las fuerzas que ligan
las moléculas de agua a la cavidad de la CD. Una disminucién en estas fuerzas seria la
causa de la liberacion de las moléculas de agua con un menor aporte energético y, por

tanto, a una menor temperatura.

Respecto a la B-CD (Figura 17), se observa la presencia de un ancho efecto endotérmico
entre 60y 100 °C, el cual es debido a la deshidratacion de la misma. Aunque se aprecia un
primer hombro muy ligero en la endoterma de deshidratacion de la CD hacia los 70 °C, este
proceso se produce en una dnica etapa, segiin han constatado diversos autores. Este hombro
se corresponde con la liberacion del agua adsorbida sobre la B-CD (aproximadamente 4
moléculas de H,O), mientras que el segundo pico endotérmico se debe a la liberacién de
las moléculas de agua mas fuertemente ligadas a la CD, es decir, aquéllas contenidas en su
cavidad. Por otra parte, en el caso de la muestra sometida a calentamiento previo, dicha

endoterma de deshidratacion desaparece completamente.
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Figura 16. Termogramas por DSC correspondientes a la a-CD: (a) comercial sin

precalentamiento, (b) comercial con calentamiento.

Kohata y cols. [Kohata et al., 1993] demostraron en sus experiencias que las moléculas
de agua adsorbidas en la CD escapan por debajo de los 64 °C, mientras las contenidas en
la cavidad lo hacen entre 64 y 100 °C, confirmando asi que las primeras interaccionan con
menos fuerza con el anillo de la CD. Ademas, verificaron que el proceso de deshidratacién
de la B-CD es total por encima de los 100 °C. Estas observaciones coinciden igualmente con

los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, aunque a temperatura ligeramente superior

que en el caso del hombro, siendo el proceso de precalentamiento suficiente tanto para
eliminar el agua adsorbida como la incluida en el interior de la cavidad.
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Por otra parte, se observa un segundo efecto endotérmico a 220 °C, correspondiente a
la transiciéon sélido-sé6lido de la CD comercial, de naturaleza irreversible [Novaket al., 1994;
Bettinetti ef al., 1994]. Dicho efecto endotérmico permanece en la muestra sometida a
precalentamiento, lo cual es un hecho 16gico si tenemos en cuenta que dicha transicion se
produce sin pérdida de peso [Kohata et al., 1993}, siendo un proceso asignado a la presencia
de "microcracks" en la estructura cristalina de la 8-CD, no estando relacionado en ningin
caso a la presencia de moléculas de agua en la CD [Bettinetti et al., 1994].

BCD
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Figura 17. Termogramas por DSC correspondientes a la B-CD: (a) comercial sin
precalentamiento, (b) comercial con calentamiento.

En el caso de la HP-B-CD comercial (Figura 18), el estudio por DSC muestra la
presencia de un ancho efecto endotérmico entre los 40 y 80 °C, correspondiente a la
deshidratacion de la misma, proceso que se produce también en una Gnica etapa. En el
termograma de la muestra sometida a precalentamiento dicho efecto ha desaparecido
completamente, por lo que podemos concluir que las fuerzas de union de las moléculas de
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agua a la cavidad de esta CD son de naturaleza relativamente débil, ya que el tratamiento
de precalentamiento aplicado resulta suficiente para producir su completa deshidratacion.

En el caso de la PMCD (Figura 19), se observa que el precalentamiento no produce
alteraciones de ningtn tipo en el comportamiento térmico de la CD, dado que ésta no
muestra ninguna endoterma correspondiente a fendmenos de deshidratacion. Estos
resultados son totalmente ldgicos, si tenemos en cuenta el bajo grado de hidratacién que
presenta esta CD, segun el informe analitico de la empresa suministradora. Por otra parte,
se detectd un ancho fendmeno endotérmico situado en el intervalo aproximado de 150-200
°C, el cual puede ser debido a la fusién de la CD. Dicho punto se tratard ampliamente en

la seccion de Termomicroscopia.
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Figura 18. Termogramas por DSC correspondientes a la HP-B-CD: (a) comercial sin

precalentamiento, (b) comercial con calentamiento.
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Figura 19. Termogramas por DSC correspondientes a la PMCD: (a) comercial sin
precalentamiento, (b) comercial con calentamiento.

3.1.2.2. Termogravimetria (TG)

Con el fin de complementar los estudios de caracterizacién de nuestro firmaco
procedimos a realizar su estudio mediante técnicas termogravimétricas. En la Figura 20 se
recoge el termograma por TG correspondiente a la gliclazida. Dicho termograma revel6 una
leve pérdida de peso (1.35 %) hasta la fusion de la misma, hecho que podemos relacionar
con la pérdida del agua de hidratacién del producto. Tras la fusion del farmaco, se produce
una notable pérdida de peso, debida a la volatilizacién de productos durante su
descomposicién. Los resultados ponen de manifiesto la estabilidad del farmaco en las
condiciones en que realizamos el proceso de precalentamiento.
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Figura 20. Termograma por TG correspondiente a la gliclazida.
3.1.2.3. Termomicroscopia (HSM)

Las diferentes materias primas fueron sometidas a un estudio termomicroscopico hasta
una temperatura maxima de 360 °C, con el fin de establecer su comportamiento y evidenciar
su estabilidad térmica. Se ha considerado como temperatura de inicio de fusién aquella en

la cual se observo la aparicién de la primera gota de liquido en la muestra.

Puesto que el aspecto morfoldgico de las materias primas fue tratado en los estudios por
SEM, en este apartado nos centraremos fundamentalmente en las modificaciones que
experimentan estos productos en el curso de su calentamiento, intentandolos correlacionar
con los resultados obtenidos por DSC.
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La gliclazida se presenta al microscopio optico como particulas heterogéneas en cuanto
a su forma y tamafio. (Figura 21). A los 165 °C, se registran simultdneamente dos procesos.
Por una.parte, un fenémeno muy patente visualmente, consistente en una deformacion
progresiva de las particulas del farmaco (Figura 22), que conduce posteriormente a su fusion
total a los 175 °C, obteniéndose unas vesiculas de liquido (Figura 23). Por otra parte, se
produce conjuntamente un fenémeno de volatilizacién del fluido obtenido, lo que se traduce
en un oscurecimiento gradual del campo de vision, debido a que dichos productos resultan
condensados en un portaobjetos que se encuentra colocado en la parte superior de la
platina y que separa la muestra en estudio del objetivo del microscopio. Si retiramos dicho
portaobjetos, observamos el campo visual perfectamente nitido (Figura 24).

Figura 21. Fotografia mediante HSM correspondiente a la gliclazida (temperatura ambiente).
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Figura 23. Fotografia mediante HSM correspondiente a la gliclazida (175 °C).
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Figura 24. Fotografia mediante HSM correspondiente a la gliclazida (175 °C, sin
portaobjetos).

Un examen detallado con luz polarizada del producto recogido en el portaobjetos,
mostré que presentaba una estructura cristalina (Figura 25). Por dltimo, el posterior
calentamiento de la muestra conduce a un oscurecimiento gradual de las vesiculas, situacién
que podemos asignar a la descomposicién del farmaco.

Para las CDs empleadas en nuestro trabajo, la utilizacion de un sistema de luz polarizada
confirmd la naturaleza cristalina de las CDs naturales a- y 8-CDs, mientras que puso de
manifiesto el cardcter amorfo del derivado hidroxilado HP-8-CD y de la PMCD.

Los estudios mediante HSM de la 8-CD mostraron que las particulas de esta CD sufrian
un proceso de expansién con ruptura de su estructura cristalina al ser calentada a 220 °C,
lo que confirma que el pequeio efecto endotérmico registrado en los termogramas por DSC
a esta temperatura se corresponde con una transicién sélido-sélido, como ya habian
sefialado diversos autores [Bettinetti er al., 1994].
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Figura 25. Fotografia mediante HSM correspondiente a la gliclazida evaporada y solidificada
en el portaobjetos a la luz polarizada (175 °C).

Por otra parte, los estudios térmicos de las diferentes CDs mostraron que todas las CDs
experimentaban un proceso de fusién con descomposicién alrededor de 290 °C, con
excepeion de la PMCD cuyo proceso de fusion comienza alrededor de los 160 °C (Figuras
26 a 29). Por tanto, la utilizacién de esta técnica de caracterizacién permite poner en
evidencia este fendmeno, que sélo se registra muy débilmente en el correspondiente
termograma por DSC de dicha CD, dado su caracter practicamente amorfo. Por otra parte,
dada la similitud entre las temperaturas de fusion de esta CD y del farmaco, podemos
esperar una posible interferencia a la hora de estudiar los sistemas binarios gliclazida-
PMCD, situacién que no se produce con el resto de las CDs.
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Figura 27. Fotografia mediante HSM correspondiente a la PMCD (155 °C).
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Figura 29. Fotografia mediante HSM correspondiente a la PMCD (180 °C).
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3.1.3. Estudio Espectral
3.1.3.1. Estudios en Estado Sélido
3.1.3.1.1. Difraccion de Rayos X (XRD)

Con el fin de confirmar la estabilidad del firmaco a las diferentes técnicas de procesado

a las que es sometido, empleamos el estudio espectral mediante XRD.

Los difractogramas correspondientes a la gliclazida comercial y tras ser sometida a
atomizacioén y molienda se recogen en la Figura 30. En el caso del producto comercial, se
observa claramente un elevado nimero de picos de difraccién en el espectro, indicativo de

la elevada cristalinidad del farmaco.

La préctica coincidencia de los picos de difraccién en los espectros del producto
comercial (Figura 30a) y tras ser sometido a molienda (Figura 30b) pone de manifiesto la
estabilidad del producto a dicha técnica de procesado, confirmando que la gliclazida sigue
manteniendo su estructura cristalina, desechando de esta forma la posibilidad de lograr la

amorfizacién del firmaco por dicho método.

En el caso del farmaco tratado mediante atomizacién (Figura 30c), se observa un
comportamiento muy similar al caso de la molienda, no afectando de forma significativa a
la cristalinidad del producto, corroborando de esta forma los resultados obtenidos por DSC,
donde la entalpia de fusién del firmaco no sufre cambios significativos tras ser sometido a

dichos tratamientos.

Los espectros de XRD de las diferentes CDs comerciales (Figuras 31 a 34) muestran
claramente la naturaleza amorfa de la HP-8-CD y la PMCD, en contraste con el cardcter
cristalino del resto de las CDs ensayadas. Dichas observaciones coinciden plenamente con
los resultados del estudio por SEM realizados para las diversas CDs, donde quedaron
patentes las diferencias en cuanto a la estructura cristalina de las distintas CDs (ver paginas

49 a 53).
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Con el fin de estudiar las posibles modificaciones que puedan experimentar las distintas

CDs tras ser sometidas a la técnica de atomizacién y molienda, se compararon los espectros

de XRD de los productos originales con los atomizados y los molidos. Los resultados

pusieron de manifiesto que el proceso de atomizacién al ser aplicado sobre CDs naturales,

conduce, en todos los casos, a una disminucién de la cristalinidad de las muestras, que se

traduce, en los espectros de XRD, en una desaparicion de los picos de difraccidn.
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Figura 30. Difractogramas correspondientes a la gliclazida: (a) comercial, (b) molida y (c)

atomizada.
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Es necesario senalar que la pérdida de cristalinidad que conlleva el tratamiento por
atomizacion no lleva implicita la descomposicidn de las CDs, ya que técnicas tales como la
SEM o DSC confirmaron la estabilidad de las CDs a dicho tratamiento.

Por dltimo, puede apreciarse claramente como el procesado por molienda conlleva
igualmente a una amorfizacién de las CDs, siendo éste un método bien oonocidoy utilizado
por algunos autores para conseguir productos absolutamente amorfos [Bettinetti ef al.,
1995]. Ello puede observarse claramente en los diagramas de XRD representados en las
Figuras 31b a 34b.
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Figura 31. Difractogramas correspondientes a la a-CD: (a) comercial, (b) molida y (c)

atomizada.
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Figura 32. Difractogramas correspondientes a la B-CD: (a) comercial, (b) molida y (c)
atomizada.
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Figura 33. Difractogramas correspondientes a la HP-B-CD: (a) comercial, (b) molida y (c)
atomizada.
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Figura 34. Difractogramas conrespondientes a la PMCD: (a) comercial, (b) molida y (c)
atomizada.
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3.1.3.1.2. Espectroscopia de Infrarrojos (IR)

El espectro de IR del principio activo se encuentra recogido en la Figura 35. En dicho
espectro se observan una serie de bandas en la zona de 3300 a 3000 cm™), asociadas a la
absorcion de los grupos amino de la gliclazida, provocadas por las vibraciones extendidas
de los enlaces N-H. Las bandas mas préximas a 3000 cm™ vienen dadas por la presencia de
enlaces de H intermoleculares entre el grupo carbonilo de una molécula de gliclazida y los
grupos amino de otra molécula, habiéndose observado este fendmeno en moléculas con
semejante estructura quimica [Ghandi y Karara, 1988]. Sin embargo, las bandas de mayor
interés corresponden a la intensa absorcién debida a la vibracién del grupo carbonilo,
observable a 1709 cm’! [Ghandi y Karara, 1988; Kedzierewicz et al., 1990], asi como las
bandas caracteristicas de las vibraciones de alargamiento simétricas y asimétricas del grupo
sulfonilo, que se hallan a 1348 cm’! y 1163 em™L. Por altimo, entre 1200y 600 cm’! se hallan
una serie de bandas, las cuales pueden venir dadas, entre otras, por las vibraciones de los

enlaces C-H de los carbonos del grupo tolilo.

En cuanto a los espectros de las CDs puras, éstos son bastantes similares entre si, como
consecuencia de su naturaleza quimica tan similar (Figuras 36 a 39). La intensa banda que
aparece en la regién de 3500 a 3300 cm’! corresponde a la vibracién de alargamiento de los
grupos hidroxilo de la CD. En este punto, es de destacar el caso de la PMCD, donde esta
banda se encuentra muy atenuada. Este hecho es debido a la importante reduccién del
nimero de grupos hidroxilo que se produce como consecuencia de la metilacién de los

mismos.

Por otra parte, la banda correspondiente a los enlaces de H de los grupos -OH se
localiza aproximadamente en la zona de los 2900 cm™ [Glomot et al., 1988]. Asimismo, se
observan una serie de bandas agudas e intensas de 1030 a 1060 cm™, relacionadas con la
vibracién de los enlaces C-OH de los hidroxilos primarios o secundarios.
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Figura 35. Espectro de IR correspondiente a la gliclazida comercial.
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Figura 36. Espectro de IR correspondiente a la a-CD comercial.
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Figura 37. Espectro de IR correspondiente a la B-CD comercial.
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Figura 38. Espectro de IR correspondiente a la HP-B-CD comercial.
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Figura 39. Espectro de IR correspondiente a la PMCD comercial.
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3.2. SISTEMAS BINARIOS. ESTUDIO DE LA INTERACCION FARMACO-CD

Al ser posible la existencia de compuestos de inclusidn tanto en solucién como en estado
sélido, abordaremos el estudio de la complejacién farmaco-CD en ambos medios. En los
dos casos, la estructura de los posibles complejos formados puede diferir notablemente. Asi,
en solucién, la molécula de firmaco se halla alojada, total o parcialmente, en la cavidad de
la CD, encontrandose el complejo rodeado por una estructura de moléculas de agua que
solvata el sistema.

Por otra parte, en estado sdlido, las moléculas de tAirmaco en sistemas cristalinos pueden
situarse no solo en la cavidad de la CD, sino también en los espacios intersticiales de la red
cristalina, dependiendo del tipo de empaquetamiento. En caso de sistemas amorfos, la
mayor dificultad reside en poder diferenciar la presencia de un verdadero compuesto de

inclusién de una dispersién monomolecular del fairmaco en el seno de la CD.
3.2.1. Estudios en estado liquido
3.2.1.1. Estudio de los diagramas de solubilidad de fases

Los diagramas obtenidos para la gliclazida con las diferentes CDs se representan en las
Figuras 40 a 43. En los casos de las a-, HP-8- y PMCDs, la solubilidad del farmaco aumenta
linealmente con la concentracion de CD, clasificindose estas curvas como del tipo Ay de
Higuchi [Higuchiy Connors, 1965]. En este caso, el complejo formado en solucién no posee

un limite de solubilidad definido, hallandose disuelto en su totalidad.

En cambio, para la B-CD (Figura 41), se observa que la solubilidad de la gliclazida
aumenta linecalmente hasta alcanzar un limite, inicidindose a continuacién una meseta que
finaliza en una pendiente descendente. En este caso, en las concentraciones
correspondientes tanto a la meseta como al tramo descendente del diagrama de solubilidad,
aparece en los recipientes un precipitado blanco. Este comportamiento corresponde
claramente a un diagrama de solubilidad tipo Bg de Higuchi. Este tipo de diagrama es el
resultado de la formacién de un complejo tarmaco-CD de solubilidad limitada. Ello se
refleja en la presencia de una zona de meseta, donde la solubilidad del complejo alcanza

su maximo y posteriores adiciones de CD conducen a una precipitacién del complejo
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formado. En esta zona, la solubilidad del farmaco se mantiene constante mientras exista
exceso de farmaco solido en el medio. Cuando se consume totalmente el farmaco en forma
sélida, se produce un descenso de la solubilidad aparente del mismo, dado que la adici6n

de CD sigue conducicndo a la precipitacién del complejo.
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Figura 40. Diagrama de solubilidad de la gliclazida en presencia de a-CD a 25 °C.
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Figura 41. Diagrama de solubilidad de la gliclazida en presencia de p-CD a 25 °C.
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Figura 42. Diagrama de solubilidad de la gliclazida en presencia de HP-B-CD a 25 °C.
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Figura 43. Diagrama de solubilidad de la gliclazida en presencia de PMCD a 25 °C.

El estudio de dicha meseta permite obtener la estequiometria del complejo que precipita.
En efecto, el contenido en gliclazida del complejo que precipita ([S].) sera igual a la
concentracién total de gliclazida adicionada al sistema (3.1 mM) menos la cantidad de
gliclazida en solucién al inicio de la meseta (0.36 mM). El contenido de CD en el complejo
([L].), es igual a la cantidad de CD adicionada en el intervalo de la meseta, es decir, S mM.
La estequiometria del complejo que precipita se puede calcular por tanto a partir de la
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relacion:
[S]./[L]. = (3.1 mM-0.36 mM)[5mM = 0.54

El complejo presenta, por tanto, una estequiometria 1:2. De este estudio, podemos
concluir que el complejo precipitado responde a la férmula SL,, lo que indica que son
necesarias dos moléculas de B-CD para complejar una molécula de gliclazida.

Por otra parte, resulta evidente la disparidad en la solubilidad del complejo formado en
las primeras etapas del diagrama de solubilidad, responsable de la porcién ascendente de
la curva de solubilidad, respecto a la solubilidad del complejo obtenido por precipitacion.
Asi, mientras que el primero presenta una solubilidad aproximada de 0.23 mM, el segundo
presenta una solubilidad 10 veces menor (0.02 mM). Estos resultados, concordantes con los
obtenidos del estudio estequiométrico de la meseta del diagrama de solubilidad, parecen
confirmar la existencia de, al menos, dos complejos distintos; uno, de estequiometria 1:1y
una solubilidad de 23 mM, responsable del aumento inicial de la solubilidad del farmaco
y otro, practicamente insoluble, de solubilidad 0.02 mM y estequiometria 1:2, responsable
de la porcién descendente del diagrama de solubilidad. Resultados similares han sido
recogidos en la bibliografia para el sistema ibuprofeno-B-CD [Chow y Karara, 1986].

Las constantes de formacién aparente (Kc) para los complejos se han calculado a partir
de las pendientes de los diagramas de solubilidad, de acuerdo con la ecuacién de Higuchi
y Connors [Higuchi y Connors, 1965}. Dichos valores se hallan recogidos en la Tabla IV.

CD a-CD B-CD HP-B-CD PMCD
Ke M1 44 1094 292 895

r (n = 10) 0.9983 0.9964 0.9968 0.9856
Eficacia solubilizante 1.32 2.8° 1.82 7.0

Tabla 1V. Valores de Kc, coeficientes de correlacion y eficacias solubilizantes de las
diferentes CDs respecto la gliclazida, calculados a 25 °C (a: Frente a una
concentracién 0.01 M de CD; b: Frente a una concentracion 0.002-0.007 M de
B-CD (Meseta).
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El estudio comparado de las diferentes constantes de complejacion muestra que, entre
las diferentes CDs empleadas, la que conduce a una mayor constante de complejacion es
la B-CD, indicando una acomodacién 6ptima de la gliclazida en la cavidad de dicha CD.
Asimismo, es de destacar el alto valor de eficacia solubilizante calculado para la PMCD
respecto a la a-CD y la HP-B-CD, lo cual esta en relacién con su superior capacidad
complejante.

El débil valor de Kc (44 M) para la «-CD indica la baja afinidad del fairmaco por esta
CD, debido sin duda a la mala adecuacion de la gliclazida (o alguno de sus radicales) en
la cavidad de dicha CD, hecho atribuible tanto al tamafo voluminoso de nuestro firmaco

como al pequefo tamano de la cavidad de la a-CD.

De igual forma, las HP-B- y PMCDs conducen a bajos valores de Ke, siendo de 292y 895
ML, respectivamente. En estos casos, no podemos atribuir estos deficientes valores a las
dimensiones de la cavidad de las CDs, ya que estos productos, al ser derivados de la B-CD,
presentan cavidades de similares dimensiones a la B-CD natural. Sin embargo, debemos
considerar el impedimento estérico que pueden presentar los radicales metoxilos y
principalmente los hidroxipropilos, existentes en estas CDs. En efecto, la presencia de estos
radicales puede actuar bloqueando relativamente la entrada de la cavidad de la CD,
dificultando la penetracion del firmaco en la cavidad de la CD y por tanto el
establecimiento de interacciones no covalentes. Ello se traduciria en una disminucién en la
Kc para estos sistemas respecto a la CD natural. A estos efectos, diferentes autores han
observado fenémenos similares con estas CDs y varios firmacos [Blanco ef al., 1991; Ginés
et al., 1992; Prankerd et al., 1992; Moyano et al., 1994a].

Por otra parte, es de destacar que en el caso de la PMCD disminuye drasticamente el
namero de enlaces de hidrégeno intramoleculares entre los hidroxilos de grupos vecinos,
al hallarse éstos metilados, dando lugar a una mayor flexibilidad en la estructura
macrociclica de la CD. Dicha flexibilidad puede favorecer la acomodacién de la molécula
huésped en la cavidad de la CD, lo que compensaria el impedimento estérico de sus
radicales metoxilo. Casos similares se han observado para otras CDs metiladas [Yoshida et
al., 1988; Moyano et al., 1996b]. Debido a este hecho, el valor de Ke de la gliclazida con esta
CD no se halla tan disminuido como en el caso de la HP-B-CD.
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3.2.1.2. 'H RMN

En base a los estudios de solubilidad anteriores, donde el valor maximo de Kc se obtuvo
para la B-CD, los estudios por RMN se centraron en el estudio de la interaccion de la
gliclazida con dicha CD. En la Figura 44 se expone la asignacién de protones y carbonos
de la molécula de gliclazida, recogiéndose en la Figura 45 los espectros de 'H RMN para
la B-CD y la gliclazida, junto con el sistema binario gliclazida-B-CD. Los desplazamientos
quimicos para los protones del hospedador y el huésped se recogen en las Tablas V y VL.

Figura 44. Asignacion de protones y carbonos y conformacién de la molécula de gliclazida.

La gliclazida se caracteriza por la presencia de dos radicales, el azabiciclooctiloy el tolilo,
los cuales pueden interactuar potencialmente con la cavidad de la CD. El espectro del
sistema binario se caracteriza principalmente por el desplazamiento a campos mas altos, en
especial para los protones del anillo alifatico y, en menor medida, del grupo tolilo (Tabla
V), indicando la complejacién del farmaco con la CD en medio liquido.

Es necesario sefialar que el pH baésico de las soluciones que empleamos para realizar los
espectros (pH = 12) da lugar a la ionizacidn del grupo tolilsulfonamida de la gliclazida,
siendo estas condiciones diferentes de las de los estudios de solubilidad, los cuales se
llevaron a cabo en soluciones acuosas no tamponadas. Este hecho probablemente influye
de forma notable sobre la complejacion de la gliclazida, al aumentar la polaridad del radical

tolilsulfonamida y disminuir asi su tendencia a la complejacion.
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Figura 45. Espectros de IH RMN a 200 MHz correspondientes a las siguientes muestras: (a)
gliclazida (5 mg/mL), (b) B-CD (30 mg/mL) y (c) sistema gliclazida-B-CD 1:2
(40 mg/mL).
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Gliclazida 8 Jibre 3 complejo Ad (ppm)

Ha 7.700 7.710 0.010
Hb 7.360 7.360 0

He (eq) 3.100 3.220 0.120

Hd (ax) 2.190 2.060 -0.130
He 2.530 2.600 0.070
Hr 1.550 1.620 0.070
Hg 1.402 1.500 0.098

Metilo 2.390 2.390 0

gliclazida, en ausencia y en presencia de B-CD.

Tabla V. Desplazamientos quimicos correspondientes a los protones de la

B-CD 3 libre 9 complejo A5 (ppm)
Hi 4.940 4.940 0
H2 3.490 3.495 0.005
H3 3.860 3.840 -0.020
H4 3.420 3.420 0
Hs - 3.780 -
He 3.820 - -

CD, en ausencia y en presencia de gliclazida.

Tabla VI. Desplazamientos quimicos correspondientes a los protones de la B-
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?Respecto a la B-CD, la presencia de gliclazida se traduce en un desplazamiento a
campos altos de la senal del protén H3, unido a la aparicion de la senal del protén Hs, la
cual estaba solapada con la sefal del protén He, indicando también un desplazamiento a
campos altos de dicha sefial. Los desplazamientos de las sefiales de dichos protones, junto
con las leves modificaciones observadas para los protones H1, H2 y Ha, indican la entrada
del/de los grupo/s de la gliclazida en el interior de la cavidad de la CD vy, por tanto, su
complejacion.

En nuestro caso, es de destacar que no se han observado fuertes cambios en las sefiales
de los protones H3 y Hs. Este hecho puede indicar la complejacién preferente del anillo
alifatico respecto al grupo aromatico, el cual podria inducir un importante efecto
anisotropico por la presencia de la corriente de anillo de sus electrones 7. Dicho efecto
daria lugar a un fuerte desplazamiento de las sefales de los protones de la cavidad debido

al apantallamiento de los mismos, hecho que no se produce claramente.

Para confirmar dicha hipdtesis, se ha llevado a cabo un estudio del efecto nuclear
Overhauser (nOe¢). La Figura 46 muestra el espectro nOe del sistema gliclazida-B-CD,
recogiéndose en la Tabla VII los incrementos observados en las sefales de los protones de
la gliclazida en solucién NaOD/D,O. A partir de estos datos, se deduce la presencia de un
importante efecto nOe entre los protones del grupo azabiciclooctilo y los protones H3 de
la gliclazida, principalmente para el He (1.2 %) y el He (2.1 %), indicando inequivocamente
la complejacién de este grupo en la cavidad de la CD.

En el caso del radical tolilo, también se registré un aumento de las senales de sus
protones (0.8 %), indicando la complejacion de este grupo, aunque en menor medida que
el anillo alifatico. Dichas observaciones pueden implicar dos posibilidades: a) presencia de
dos tipos de complejos 1:1 (inclusidn del anillo aromético o del anillo alifatico en la cavidad
de la CD) o b) la formacién de un complejo 1:2, donde el fenémeno de la inclusién se
produce simultineamente para ambos grupos. Con el objetivo de elucidar cuél de las dos

posibilidades es la verdadera, se llevé a cabo el método de variacidon continua.

Resultados y Discusién 91



Estudio de complejacion de gliclazida con diferentes ciclodextrinas

"—NM’_}} 1~\M/V‘Jk

ﬁ,__,_)'ld’t
b

MRS S A SR T Rl B e e e S b B i S S MR S andin alas St b bt Uadii b Bie A A S T e R
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
PPM

Figura 46. Espectro de nOe a 200 MHz correspondiente al sistema gliclazida-B-CD 1:2 (40
mg/mL) tras irradiacién del proton H3 de la B-CD a 37 °C (a), siendo (b) el

espectro de referencia (relacion de escalas a:b = 1:64).
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Gliclazida % nOe
Ha 0.8
Hb 0.8
Hec (eq) 1.2
Hd (ax) 1.1
He 21
Hr 0.9
Hg 0.9
Metilo 0.2

Tabla VII. Porcentaje de nOe observado para los protones de la gliclazida tras irradiacion
del protén H; de la B-CD.

Las representaciones del valor de la fraccion molar r frente a los valores de variacién de

los desplazamientos quimicos (A8, ) para los grupos de la gliclazida y el protén H3 de la

obs
B-CD se encuentran recogidas en la Figura 47. En todos los casos, estas curvas muestran
claramente un perfil asimétrico, indicando la presencia de complejos con estequiometria
diferente a 1:1 [Moyano et al., 1996a]. Las curvas de variacién continua para los protones
alifaticos y aromaticos de la gliclazida presentan un méaximo a r = 0.333, indicando por
tanto una estequiometria 1:2 firmaco-CD. La curva para el protén H3 de la 8-CD muestra

un méaximo a r = 0.666, confirmando dicha proporcién estequiométrica.
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Figura 47. Curvas de variacion continua para: (a) protones del radical tolilo, (b) protones
del radical azabiciclooctilo y (c) proton H3 de la B-CD.
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3.2.1.3. BC RMN

En la Figura 48 se recogen los espectros de '3C RMN para los componente puros y el
complejo. A partir de estos datos, se puede observar que las senales de los carbonos C2y
Cs de la B-CD se encuentran intercambiadas. Este comportamiento se atribuye a la
desprotonacion del grupo -OH del C2, debido al pD basico de la solucion. Los
desplazamientos quimicos y los cambios observados en los mismos para los carbonos de la
gliclazida y la B-CD se recogen en las Tablas VIII y IX, respectivamente.

Las senales de los carbonos del radical azabiciclooctilo (C1 a C#’), se hallan desplazadas
a campos mads altos, indicando que dicho grupo se encuentra en el interior hidrofébico de
la cavidad de la CD. El menor valor de A8 para el C# puede interpretarse en base a una
profunda penetracién de dicho grupo en la cavidad de la CD, hallandose dicho atomo en
las proximidades del orificio mas estrecho de la CD, posiblemente fuera de la cavidad. Por
otra parte, el grupo tolilo presenta un desapantallamiento de sus carbonos Ci1y C3,
indicando que tales carbonos se hallan en las proximidades del orificio ancho de la CD
[Moyano et al., 1996a}. De igual modo, las senales de los carbonos C4 y metilo se hallan
desplazadas a campos altos, lo que indica su complejacion. Estas observaciones se explican
Gnicamente por la presencia de una segunda molécula de B-CD, la cual atraparia
parcialmente este grupo, con la formacién de un complejo 1:2. Este hecho explicaria la
menor tendencia del radical tolilo a complejarse con la CD, hallandose estos datos en

concordancia con las curvas de variacidn continua y los estudios del nOe.

Por dltimo, las variaciones de los desplazamientos quimicos para la 8-CD en presencia
de gliclazida son especialmente altas para los carbonos Ci, C2, C3, Cs y Ce. Las
modificaciones en C1, C2y Co pueden atribuirse a cambios conformacionales inducidos por
la inclusion de la molécula de gliclazida, mientras que los tuertes desplazamientos de las
sefales de los carbonos C3y Cs, situados en el interior de la cavidad, indican la formacion
del compuesto de inclusion.
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Figura 48. Espectros de 13C RMN a 50.3 MHz correspondientes a las siguientes muestras:
(a) gliclazida (5 mg/mL), (b) B-CD (30 mg/mL) y (c) sistema gliclazida-B-CD
1:2 (40 mg/mL).
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Gliclazida  libre 3 complejo Ad (ppm)
C1 145.540 145.483 -0.057
C2 128.623 | 128.651 0.028
C3 132.022 131.948 -0.074
C4 142.480 142.605 0.125
Metilo 23.193 23.258 0.065
Cr 64.825 65.444 0.619
(65 42.540 42.751 0.211
C3 33.712 34.062 0.350
Ce 27.053 27.077 0.024

Tabla VIII. Desplazamientos quimicos correspondientes a los carbonos de la gliclazida, en

ausencia 'y en presencia de 3-CD.

B-CD O fibre 9 complejo AS (ppm)
C1 105.673 105.750 0.077
C2 75.935 76.009 0.074
C3 76.742 76.834 0.092
C4 84.598 84.608 0.010
Cs 74.583 74.684 0.101
Ce 63.187 63.104 -0.083

Tabla IX. Desplazamientos quimicos correspondientes a los carbonos de la B-CD, en

ausencia y en presencia de gliclazida.
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3.2.1.4. Modelizacién molecular

Para completar los estudios de RMN, a partir de los datos obtenidos se llevo a cabo una
simulacion de la estructura del complejo de inclusion formado. En nuestro caso, el ajuste
de la molécula de gliclazida entre las dos moléculas de B-CD revelé un minimo en la
energia de interaccién respecto a la traslacién en la direccion longitudinal del orificio,
mientras que la rotacién en la misma direccién da lugar a pequefas variaciones en la
energia de interaccion. La estructura minimizada resultante se encuentra recogida en la
Figura 49. Dicha estructura muestra una profunda penetracion del grupo azabiciclooctilo
“en el anillo de la B-CD en comparacion con el grupo tolilo. El orden de A$ obtenido por
13C RMN para los carbonos del grupo azabiciclooctilo (C1’ > C3 = C2 > C#) se halla en
concordancia con esta hipotética conformacién del compuesto de inclusion, correspondiendo
las mayores variaciones en los desplazamientos quimicos a las de los carbonos alineados con
los carbonos Cs de la 8-CD. En particular, el carbono C#’ se halla en los limites de la 8-CD,
y como constituye el extremo de la conformacién tipo "sobre" de la subestructura del
ciclopentano, su relativa libertad conformacional permite su acomodacion incluso mas alla
de los limites de la 8-CD.

Un cambio global menos evidente se observa para el grupo tolilo, pero también en este
caso los carbonos mas afectados (C3 y C4) se encuentran situados en posiciones analogas

a los protones C1’ y C2 del grupo azabiciclooctilo.

Como hemos comentado anteriormente, los nOe mas significativos se observaron entre
el H3 de la B-CD con los He y He. Ello revela unas distancias entre 2y 5 A para esta
hipotética estructura, aunque el orden de distancias HGL-H3g-CD calculado es Hc (2.8-3.5
A) > Hd (3.5-42 A) > He (4.0-45 A).

Por tltimo, posibles cambios en la conformacion de la B-CD pueden también ponerse
de manifiesto por medio de estudios de simulacién molecular, aunque serian necesarios mas
datos experimentales para llevar a cabo dichas investigaciones, tales como la elucidacion de

la estructura cristalina.
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Figura 49. Modelizacion molecular del complejo 1.2 gliclazida-B-CD.
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3.2.2. Estudios en estado sélido
3.2.2.1. Estudio Morfolégico
3.2.2.1.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Esta técnica, en general, no es 1til per se para demostrar la presencia de un compuesto
de inclusidn, confirmandonos Gnicamente la existencia o no de un tnico componente en la
muestra bajo estudio. De esta forma, dicha técnica adquiere un caracter complementario
de otros métodos de caracterizacién mis concluyentes recogidos en la presente Memoria.
Asimismo, estos estudios seran de utilidad a la hora de discutir los resultados obtenidos en

los ensayos de disolucién in vitro.

A modo representativo, este apartado se centrara en el estudio de los sistemas binarios
gliclazida-B-CD y gliclazida-PMCD. Las microfotografias correspondientes se recogen en las
Figuras 50 a 56.

Las microfotografias de los productos obtenidos por amasado se exponen en las Figuras
50y 51. En ambos casos, el aspecto que presentaron bajo el microscopio fue en forma de
particulas de tamafo relativamente grande, constituidas por una mezcla intima entre
tarmaco y CD. Las superficies de éstas presentan numerosas irregularidades, apareciendo
adheridas sobre ellas otras de menor tamano. Por contra, los sistemas elaborados por
molienda, se caracterizan por estar constituidos por particulas de aristas claramente
definidas y superficies lisas, practicamente sin adhesién de otras mas pequenas. Estos
resultados se atribuyen a la propia técnica de elaboracion, ya que las particulas se han
obtenido por friccidn del producto sobre las paredes del molino. A modo de ejemplo, la

Figura 52 recoge la microfotografia correspondiente al sistema gliclazida-B8-CD.

Los productos elaborados por atomizacién se presentan como particulas mas o menos
esféricas, huecas, de pequefio tamano (1-10 pm) y aspecto homogéneo, donde resulta
imposible también distinguir entre ambos componentes. Las microfotografias de dichos

sistemas se recogen en las Figuras 53y 54.
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Figura 51. Microfotografia por SEM correspondiente al sistema gliclazida-PMCD amasado.
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Figura 53. Microfotografia por SEM correspondiente al sistema gliclazida-B-CD atomizado.
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Figura 54. Microfotografia por SEM correspondiente al sistema gliclazida-PMCD atomizado.

Respecto al sistema obtenido por coprecipitacién con la B-CD (Figura 55), cabe
comentar que dicho producto se mostré en forma de aglomerados de forma irregular,
constituidos por cristales aciculares de muy pequefio tamafio. El tamafo de estos
" aglomerados es variable, siendo su naturaleza muy diferente a la de los productos de
partida.

Por dltimo, los sistemas elaborados mediante neutralizado (Figura 56) se caracterizaron
por la presencia de particulas de tamafio variable. El estudio de la superficie de las
particulas de mayor tamafio reveld que éstas se hallaban constituidas por una aglomeracion
de cristales diminutos.
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Figura 55. Microfotografia por SEM correspondiente al sistema gliclazida-B-CD
coprecipitado.
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Figura 56. Microfotografia por SEM correspondiente al sistema gliclazida-B-CD neutralizado.
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3.2.2.2. Estudio Térmico
3.2.2.2.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

En las Figuras 57 a 60 se recogen los termogramas por DSC correspondientes a los
sistemas binarios gliclazida-CD, junto con las sustancias de partida. La evaluacién térmica
de dichos termogramas se recoge en la Tabla X. De igual modo, se ha realizado el calculo
de la fraccion amorfa presente en las diferentes muestras, mediante una expresion similar

a la del estudio del farmaco puro:

AH
% Amorfo = —L™ . 100

AH fmf.

donde AH; , ; corresponde a la entalpia de fusidn observada para la mezcla fisica
correspondiente a cada sistema. Sin embargo, es necesario sefalar la limitacion de dicha
expresion, que presupone que toda variacién del valor de AH; viene dada exclusivamente
por un proceso de amorfizacidn, cuando en realidad existen otros factores igualmente
influyentes, tales como complejacion o dispersién del farmaco en el seno del vehiculo. Esta
cuestion seré tratada en cada caso particular.

Inicialmente, y considerando que en las simples mezclas fisicas de los componentes puros
no existiera ningin tipo de interaccidén, cabria esperar que sus termogramas Se
correspondieran con la superposicion de los termogramas de los productos de partida. Sin
embargo, se detectan algunas modificaciones, de las cuales procedemos a comentar las més
significativas. Asi, en el caso del termograma de la mezcla tisica elaborada con B-CD se
aprecia como efecto mas llamativo un aumento del pico endotérmico correspondiente a la
transicion sdlido-sélido respecto a la CD comercial. Este fenémeno puede explicarse si
tenemos en cuenta la fusion previa de la gliclazida en el seno de la CD, que se produce
alrededor de los 165 °C. Dicha fusién conduciria a la existencia de un liquido en la mezcla,
lo que aumentaria la conductividad térmica del sistema, por lo que el intercambio de calor
durante la transicién térmica seria mas facilmente detectado por el aparato, lo que se

traduciria en una mayor intensidad del pico.
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Figura 57. Termogramas por DSC correspondientes al sistema gliclazida-a-CD: (a) a-CD,
(b) mezcla fisica, (c¢) amasado, (d) molido, (e) atomizado y (f) gliclazida.
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Figura 58. Termogramas por DSC correspondientes al sistema gliclazida-B-CD: (a) B-CD,
(b) mezcla fisica, (c) amasado, (d) molido, (¢) atomizado, (f) coprecipitado, (g)
neutralizado y (h) gliclazida.
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Figura 59. Termogramas por DSC correspondientes al sistema gliclazida-HP-B-CD: (a) HP-
B-CD, (b) mezcla fisica, (c) amasado, (d) molido, (e) atomizado y (f) gliclazida.
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PMCD
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Figura 60. Termogramas por DSC correspondientes al sistema gliclazida-PMCD: (a) PMCD,
(b) mezcla fisica, (c) amasado, (d) molido, (e) atomizado y (f) gliclazida.
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Sistema Método de Elaboracién PF ( °C) AH; (J/g) % Amorfo
Mezcla Fisica 170.7 18.5 -
Amasado 169.8 13.6 26.5
a-CD Molido 167.9 15.3 17.3
Atomizado - - 100
Mezcla Fisica 169.8 121 -
Amasado 168.9 7.0 42.1
Molido - - 100
B-CD Atomizado 170.0 7.2 40.0
Coprecipitado - - 100
Neutralizado - - 100
Mezcla Fisica 173.9 12.2 -
Amasado 170.8 8.6 28.3
HP-B-CD Molido - - 100
Atomizado 164.0 6.9 43.4
Mezcla Fisica - - -
Amasado : - - -
PMCD Molido . . 100
Atomizado - - 100
Sin precalentamiento 169.1 120.9 -
Cliclazida Con precalentamiento 169.4 121.0 -

Tabla X. Evaluacion térmica de los diferentes sistemas binarios gliclazida-CD (PF: punto

de fusion; AHf : entalpia de fusion).
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Por otra parte, resulta patente como en todas las mezclas fisicas, con excepcion de la
PMCD, se detecta claramente una endoterma de fusion alrededor de los 165 °C, que
podemos asignar a la fusion de la gliclazida. En el caso de la mezcla fisica elaborada con
la PMCD, dicho pico se encuentra muy ensanchado y atenuado. La ausencia del pico agudo
de fusién del farmaco podria ser atribuida a un proceso de complejacién de la gliclazida en
la cavidad de la CD durante el proceso de calentamiento. Dicha hipdtesis se encuentra
avalada por las investigaciones de diversos autores, que sefalan la posibilidad de obtencién
de complejos de inclusion mediante calentamiento de una mezcla de firmaco y CD en un
contenedor sellado [Nakai et al., 1987]. Sin embargo, los estudios complementarios mediante
microscopia de platina caliente, mostraron que la PMCD experimenta un proceso de fusion
en el intervalo de temperaturas comprendido entre los 160 y 180 °C, por lo que la fusién
simultanea de ambos componentes podria ser la causa del ancho efecto endotérmico

detectado en el termograma.

Resulta interesante sefalar la importante reduccidn en los valores de AH; que se observa
para algunos sistemas tras su amasado, en especial para el sistema gliclazida-g-CD (de 12.1
J/g en la mezcla fisica a 7.0 J/g en el producto amasado). Este hecho puede atribuirse a un
proceso de complejacion parcial del farmaco en la cavidad de la CD durante el amasado o
alternativamente, a la amorfizacién parcial del firmaco durante dicho tratamiento. La
veracidad de dicha hipétesis sera tratada en la secciones de XRD y espectroscopia de IR.
Por otra parte, el producto obtenido por amasado presentd un comportamiento analogo a
la mezcla fisica, no siendo posible en ninguno de los dos casos la cuantificacion del valor
de AH; del farmaco, al hallarse enmascarado dicho proceso por la fusion de la CD.

Respecto a los sistemas elaborados por molienda, en todos los casos, se produce una
desaparicion total del pico de fusion del farmaco. Este fenémeno, en ausencia de
informacién adicional, podria ser atribuido en principio a la complejacion efectiva del
tarmaco en el interior de la cavidad de la CD. Sin embargo, hemos de tener en cuenta,
segln antecedentes bibliograficos [Lin y Lee, 1989; Arias et al., 1996], que la aplicacion de
esta técnica de procesado suele conducir con facilidad a un fenémeno de amortizacion y/o
dispersidn del farmaco en el seno del vehiculo que lo contiene, en este caso la CD, situacion

que podria traducirse en la desaparicidn del pico de fusion del correspondiente termograma.
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Continuando con el estudio del sistema gliclazida-PMCD obtenido por molienda, resulta
llamativa la presencia de un intenso pico exotérmico situado a 142.1 °C (AH; = 8.6 J/g).
Resultados similares han sido encontrados por otros autores al utilizar esta técnica de
procesado [Ahmed et al., 1990; Hanawa et al., 1993}, habiendo sido atribuidos a procesos
de recristalizacion del producto amorfo. Dado que dicho fenémeno no se produce en las
materias primas, firmaco y CD, cuando ambas son sometidas al proceso de molienda,
podemos asignar dicho efecto, en concordancia con dichos autores, a la recristalizacion del
complejo amorfo, que se formaria durante el proceso de molienda. Una vez recristalizado
dicho complejo, su fusidn se produce a 194.9 °C, proceso que se registra en el termograma
como un efecto endotérmico (AH; = 10.5 J/g). Este punto se ampliard en la seccion de
espectroscopia de IR, con objeto de confirmar la veracidad de nuestras hipotesis.

Respecto a los termogramas por DSC de los productos preparados por atomizacion se
producen dos tipos de comportamiento. Asi, en el caso de los sistemas elaborados con a-,
B- ¢ HP-B-CDs, se observa la permanencia del pico de fusion del farmaco, aunque con una
menor AH que las correspondientes mezclas fisicas, lo que podria ser debido, como ya
hemos sefalado, a una posible complejacion parcial del farmaco con la CD, entre otras
causas. De todos ellos, el sistema elaborado con a-CD es el que presenta una menor
reduccion en la entalpia del pico de fusion, lo que se puede interpretar como un bajo grado
de complejacion del farmaco en la cavidad de la CD, debido su mala adecuacion en dicha
cavidad. Estos resultados se correlacionan con el bajo valor de K, que presenta la gliclazida
con la a-CD en solucién, determinado en apartados anteriores (ver pagina 86).

En el caso del producto atomizado elaborado con B-CD, es importante destacar la
desaparicion del efecto endotérmico que aparecia a 220 °C en la B-CD pura, mezcla fisica
y amasado, lo que indica que dicha técnica conduce a una amorfizacién parcial del sistema,
suficiente para producir la desaparicién de la endoterma correspondiente a la transicion
s6lido-sdlido de la B-CD, como han confirmado los resultados obtenidos por XRD.

Por otra parte, en el sistema elaborado con PMCD se produce la desaparicion total del
pico de fusidn de la gliclazida. En principio, esta situacién podria ser debida simplemente
a la amorfizacién del fairmaco durante el proceso de atomizado, pero dado que este
fendmeno no se produce en el termograma correspondiente a la gliclazida comercial
sometida a atomizado, debemos descartar esta hipétesis. Por contra, parece mas acertado
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suponer que la desaparicion del pico de fusiéon del farmaco sea debida a su complejacién
en la cavidad de la CD. Esta dltima situacién queda corroborada por la apariciéon de un
pequenio efecto exotérmico alrededor de los 120 °C y AH; = 5.7 J/g, el cual puede ser
atribuido a la recristalizacion del compuesto de inclusién en estado amorfo. En este sentido,
situaciones similares se han observado previamente en sistemas elaborados con CDs
metiladas y otros farmacos [Moyano ef al., 1996b; El-Gendy et al., 1993].

Resultados similares se obtienen para los sistemas obtenidos mediante coprecipitacion
y neutralizado con 8-CD, y que podemos interpretar de forma similar como la complejacion
de la gliclazida en la cavidad de la CD.

Para finalizar este apartado, podemos concluir que aunque muchos autores consideran
que la desaparicion del pico del farmaco en el termograma por DSC confirmaria el proceso
de complejacion [Hassan et al., 1990; Jayachandra-Babu y Pandit, 1995], como ya hemos
sefalado, esta situacion puede ser debida igualmente a otras causas. Por este motivo, para
poder obtener resultados verdaderamente concluyentes respecto a la complejacion en estado
s6lido, los estudios por DSC han de ser complementados por otras técnicas de
caracterizacion, tales como la espectroscopia de IR o la XRD.

3.2.2.2.2. Termogravimetria (TG)

En la Figura 61 se recoge el termograma por TG correspondiente al compuesto de

inclusién obtenido por coprecipitacion.

El estudio del coprecipitado revel6 una pérdida de peso de tipo exponencial, siendo la
pérdida de peso hasta el punto de inflexién, situado sobre los 108 °C, de un 4.76 %,
asignable a la pérdida del agua de hidratacién del fairmaco, seguida de una pérdida del 1.77
% en el resto del tramo. Este hecho parece estar relacionado con una pérdida gradual de
moléculas de agua mas fuertemente ligadas a la estructura cristalina del complejo.
Asimismo, hemos de sefialar que alrededor de los 170 °C, temperatura de fusién del
farmaco, no se detectd pérdida significativa de peso de la muestra. Si tenemos en cuenta
que los resultados mediante TG cuando se encuentra presente farmaco libre mostraron una
pérdida de peso del orden del 11 %, podemos concluir que nuestra muestra se trata de un
verdadero complejo de inclusion, donde no existe firmaco en forma libre.
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Figura 61. Termograma por TG correspondiente al coprecipitado gliclazida-B-CD.
3.2.2.2.3. Termomicroscopia (HSM)

Aunque la utilizacién del HSM en el campo de las inclusiones con CDs esta bastante
limitada, puede resultar una técnica de utilidad, en especial para completar la informacién
obtenida mediante DSC. Cabe esperar que los verdaderos compuestos de inclusion
presenten un unico efecto de fusidn, tras el cual se obtenga un fluido homogéneo
constituido por una sola fase correspondiente a la fusién de dicho complejo. Por contra, en
una simple mezcla fisica cabe esperar que tras la fusién del componente de menor punto
de fusién, se obtenga un sistema bifasico, donde la fraccion de mayor punto de fusién

permanece atn en estado solido.

En general, cuando el principio activo presenta un menor punto de fusién que la CD,
como ocurre en nuestro caso, puede resultar dificil detectar la presencia de fusion
visualmente, puesto que el porcentaje de farmaco en el compuesto de inclusién suele ser
minoritario, por lo que el ensayo se debe realizar con gran minuciosidad. En nuestro caso
y dada la especial particularidad de nuestro firmaco de presentar un fuerte fenémeno de
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volatilizacién una vez fundido, podemos utilizar como criterio a la hora de confirmar el
proceso de complejacion la aparicién o no de productos volatilizados.

El estudio de las mezclas fisicas revelé que aunque inicialmente no era facil diferenciar
ambos componentes en el sistema, alrededor de los 170 °C se producia un primer efecto
térmico correspondiente a la fusién del componente de menor punto de fusidn, en este caso

nuestro farmaco, acompaiado de un proceso de volatilizacion.

Particularmente interesante resulta el comportamiento térmico de la mezcla fisica del
farmaco con la PMCD, ya que ésta es la unica CD que comienza a fundir a una
temperatura inferior a la de la gliclazida pura. En efecto, cuando la mezcla fisica (Figura
62) se ve sometida al proceso de calentamiento, la fusién de la CD no se produce de forma
homogénea sino que las diferentes particulas funden en el intervalo de temperaturas
comprendido entre 155y 200 °C (Figuras 63 a 66). Esto es debido a que dicha CD no es
un compuesto puro, sino una mezcla de productos con diferente grado de metilacion.

Figura 62. Fotografia mediante HSM correspondiente a la mezcla fisica gliclazida-PMCD

(temperatura ambiente).
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Figura 63. Fotografia mediante HSM correspondiente a la mezcla fisica gliclazida-PMCD
(140 °C). '

L W

i ' " ! &
Figura 64. Fotografia mediante HSM correspondiente a la mezcla fisica gliclazida-PMCD
(160 °C).
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Figura 65. Fotografia mediante HSM correspondiente a la mezcla fisica gliclazida-PMCD
(180 °C).

Figura 66. Fotografia mediante HSM correspondiente a la mezcla fisica gliclazida-PMCD
(200 °C).
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Este amplio proceso de fusién, durante el que se produce conjuntamente la fusién del
farmaco, explicaria los diferentes efectos endotérmicos registrados en el termograma por
DSC de esta mezcla fisica entre los 150 y 200 °C, en lugar del agudo pico endotérmico que
se registra en las mezclas fisicas con el resto de las CDs.

Los resultados obtenidos en cuanto al comportamiento térmico de las muestras
elaboradas mediante las diferentes técnicas de procesado, permite hacer una clara
diferenciacién. Asi, por un lado, tenemos sistemas en los que practicamente no existe
complejacidn, como es el caso de los sistemas elaborados mediante la técnica de amasado.
A titulo de ejemplo, recogemos el estudio realizado sobre el sistema gliclazida-a-CD. En
dicha muestra, a temperatura ambiente no es posible diferenciar sus dos componentes
(Figura 67). Sin embargo, al ser sometidos a calentamiento, se registra un primer proceso
de fusion, muy débil, alrededor de los 170 °C, que podemos asignar a la fusion de la
gliclazida no complejada (Figura 68).

Figura 07. Fotografia mediante HSM correspondiente al sistema gliclazida-a-CD elaborado

por amasado (temperatura ambiente).

118 Resultados y Discusion



Estudio de complejacion de gliclazida con diferentes ciclodextrinas

Figura 68. Fotografia mediante HSM correspondiente al sistema gliclazida-a-CD elaborado
por amasado (175 °C).

Dicho efecto se pone de manifiesto visualmente por la aparicién de algunas vesiculas de
liquido. La dificultad de apreciar visualmente dicho efecto radica en la baja proporcion de
farmaco en estos sistemas, que no llega al 11 % p/p y que, segiin muestran los resultados
por DSC. Por otra parte, de forma similar a como ocurria con el farmaco puro, se registra
simultineamente un proceso de oscurecimiento del campo visual, que podemos asignar a
la volatilizacion del firmaco fundido y posterior solidificacién en el portaobjetos superior
de la platina (Figura 69). Si retiramos dicho portaobjetos, el campo de visién aparece
perfectamente nitido, permitiéndonos visualizar las vesiculas de farmaco fundido y por tanto
no complejado.

Por otra parte, existen sistemas en los que la complejacién del farmaco se produce en
una elevada proporcién, casi por completo. Dichos sistemas, al ser sometidos a
calentamiento, no presentan ningtn fenémeno visual de formacién de vesiculas de liquido
alrededor de la temperatura de fusién del farmaco, ni oscurecimiento del campo visual. Este
es el caso de la mayoria de los sistemas elaborados por molienda y atomizado, asi como los
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elaborados por coprecipitacién y neutralizacion. En ellos, las particulas originales (Figura
70) se mantienen inalteradas durante todo el proceso de calentamiento hasta la fusién total

del sistema, el cual se produce a elevadas temperaturas (Figura 71).

Una menci6n especial requiere el sistema elaborado con la PMCD por molienda (Figura
72). Aunque esta técnica no permite evidenciar la naturaleza del fenémeno exotérmico
registrado por DSC alrededor de los 142 °C, si pone de manifiesto que su proceso de fusién
es claramente diferente al de la simple mezcla fisica. Mientras que ésta experimentaba un
proceso de fusién comprendido entre los 160 y 200 °C, lo que se traducia en varios
fenémenos endotérmicos de caricter muy débil, la muestra obtenida por molienda presenta
un fenémeno de fusién perfectamente definido entre los 190 y 193 °C (Figura 73), lo que
podemos atribuir a la formacién de un verdadero complejo de inclusién.

Y “" v .'qrr . 4

o

Figura 69. Fotografia mediante HSM correspondiente al sistema gliclazida-a-CD elaborado
por amasado (180 °C).
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Figura 70. Fotografia mediante HSM correspondiente al sistema gliclazida-B-CD elaborado
por neutralizacion (temperatura ambiente).
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Figura 71. Fotografia mediante HSM correspondiente al sistema gliclazida-B-CD elaborado
por neutralizacion (300 °C).
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por molienda (193 °C).
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3.2.2.3. Estudio Espectral
3.2.2.3.1. Espectroscopia de carbono 13 en estado sélido (CP/MAS 3¢ RMN)

Los espectros de CP/MAS 13C RMN de los componentes puros se hallan recogidos en
la Figura 74. Hay que sefnalar que esta técnica s6lo ha sido posible aplicarla para el sistema
gliclazida-B8-CD, puesto que fue el Gnico donde se consiguié aislar un compuesto de
inclusién cristalino en estado sélido, como veremos en la secciéon de XRD. En el caso de
la gliclazida, se realizaron los espectros a dos velocidades de rotacién (3.9 y 4.5 KHz), con
objeto de identificar las sehales denominadas sidebands, que constituyen un conjunto de
bandas falsas que aparecen simétricas a las verdaderas como consecuencia de la rotacion
de la muestra, siendo su posicion dependiente de la velocidad de rotacién. De este modo,
dichas bandas serén las que se hallen desplazadas en los espectros, (sefialadas en la Figura
74a) mientras que aquellas bandas que mantienen su posicion al modificar la velocidad de

rotacion corresponden a las sefales verdaderas de la gliclazida.

En el caso de la B-CD (Figura 74b), la asignaci6n de las sefiales es aniloga a la de los
espectros de '*C RMN en solucién. En este caso, es de sefialar la multiplicidad de las
senales de los diferentes carbonos, debido a que esta técnica es muy sensible a la
distribucidn espacial de los carbonos de la CD, asi como al grado de cristalinidad de la

muestra, detectando la presencia de la multiplicidad de los carbonos.

Las senales de la gliclazida en los sistemas binarios se hallan enmascaradas debido a su
baja proporcién en los sistemas (Figura 74c). Un caso similar ha sido observado por otros
autores [Acarturk et al, 1993]. Asimismo, se aprecia una cierta amorfizacion para los
sistemas coprecipitado y neutralizado (Figuras 74d y 74e), en base a la disminucion de la
definicion de las senales correspondientes a la 8-CD. Este hecho se halla en concordancia
con los estudios por XRD, como veremos en la siguiente seccion. Por otra parte, este hecho
también puede sugerir una distorsién de la estructura macrociclica de la CD, con una
variacién en los valores de los angulos diedros de los enlaces glucosidicos a—(1, 4) (lo cual
se halla intimamente relacionado con las senales de los C; y C,), como consecuencia del
proceso de complejacion. Respecto a las sefales de la gliclazida, nuestro estudio reveld una
modificacion de las mismas para los complejos en relacién con la mezcla fisica, indicando

la existencia de un complejo en estado sélido, implicando los dos radicales del farmaco.
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Figura 74.- Espectros de CPIMAS 3C RMN correspondientes a las siguientes muestras: (a)
gliclazida, (b) B-CD, (c) mezcla fisica, (d) coprecipitado y (f) neutralizado.
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3.2.2.3.2. Difracciéon de Rayos X (XRD)

Los difractogramas correspondientes a los sistemas binarios de gliclazida elaborados con
a-, HP-B- y PMCDs, se recogen en las Figuras 75 a 77. En todos los casos, resulta evidente
que los difractogramas correspondientes a las mezclas fisicas (Figuras 75 a 77a) se
corresponden con la superposicién de los diagramas de las materias primas, indicando de

esta forma la ausencia de cualquier tipo de interaccién entre las mismas.

Con respecto a los sistemas elaborados por amasado (Figuras 75 a 77b), se observa un
hecho analogo, aunque con una leve reduccion en la cristalinidad de los componentes, sin
ningln efecto adicional, lo cual confirma una leve o nula interaccion sélido-solido entre
tarmaco y CD para esta técnica de elaboraciéon. Dichas observaciones se hallan en
concordancia con los estudios térmicos y de espectroscopia de IR, los cuales se trataran en

el siguiente apartado.

Por contra, los productos obtenidos por molienda y atomizaciéon mostraron en todos los
casos una fuerte disminucién o bien la desaparicién de los picos de difraccion del farmaco,
presentes tanto en los difractogramas de las mezclas fisicas como en los de los amasados.
Este proceso se observé en mayor medida para la técnica de molienda. Estos resultados se
pueden interpretar como la formacién de una nueva fase sélida, o bien a la simple
amorfizacion del farmaco, donde la presencia de CD posee un papel primordial, tal y como
han senalado algunos autores [Lin y Lee, 1989]. En conjuncién con los resultados obtenidos
a partir de los estudios por DSC y espectroscopia de IR, los cuales se trataran a
continuacién, podemos considerar la formacién de un compuesto de inclusién amorfo
Unicamente en ¢l caso de la PMCD, mientras que aquellos sistemas elaborados con a- e
HP-B-CDs conducen a un proceso de amorfizacion y dispersion del farmaco en el seno de
la CD.

Un estudio mas especitico del sistema gliclazida-B-CD se halla recogido en la Figura 78.
El difractograma correspondiente a la gliclazida, como hemos visto anteriormente, muestra
una serie de picos de gran intensidad, lo que es indicativo de la alta cristalinidad del
farmaco de partida. Asimismo, en el caso de la 8-CD se observa una gran cantidad de picos

de difraccion que ponen de manifiesto su conocida naturaleza cristalina.
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Figura 75. Difractogramas correspondientes al sistema gliclazida-a-CD: (a) mezcla fisica, (b)

amasado, ¢) molido y d) atomizado.
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Figura 76. Difractogramas correspondientes al sistema gliclazida-HP-B-CD: a) mezcla fisica,

(b) amasado, ¢} molido y d) atomizado.
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Figura 77. Difractogramas correspondientes al sistema gliclazida-PMCD: (a) mezcla fisica,
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(b) amasado, c) molido y d) atomizado.
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En el caso de los espectros registrados para la mezcla fisica y el amasado, podemos
considerar que ambos se corresponden a la superposicion de los espectros de los productos
puros, siendo la intensidad de los picos correspondiente a la proporcion peso/peso de ambos
componentes en la mezcla. En el caso del espectro del amasado, se observo una evidente
disminucion en la intensidad de los picos de difraccion, Este hecho se halla en concordancia
con la reduccidn en el valor de entalpia de fusién con respecto a la mezcla fisica, como ya

se tratd en la seccion de DSC.

En cuanto al estudio de los complejos de inclusiéon obtenidos por coprecipitacion y
neutralizacién, los espectros en ambos casos son practicamente idénticos entre si,
confirmando que por ambos procedimientos se obtiene un compuesto de la misma
naturaleza. En ambos espectros se observa una importante desapariciéon de las lineas
espectrales del firmaco en comparacién con la gliclazida, destacando las de los picos que
se encuentran a 10.590, 14.985, 17.100, 18.150 y 22.075 ° (28). En el caso de la B-CD se
produce la desaparicién de las lineas situadas a 4.570, 6.290, 8.950, 10.725, 18.865, 22.620,
27.040, 27.135, 32.045 y 34,875 ° (20). Asimismo, en el espectro del complejo se observan
la aparicion de nuevos picos a 7.230, 11.930, 11.980, 12.195 y 28.650 ° (26), indicando la
presencia de una nueva fase sélida y cristalina. Es importante senalar la disminucion de la
intensidad de los picos de difraccién para el compuesto de inclusién, indicando un menor
grado de cristalinidad respecto a los productos de partida, lo cual se halla en concordancia
con los estudios de carbono 13 en estado sélido. Este hecho puede ser debido a la rapida
precipitacion del complejo en su preparacion, no disponiendo de tiempo suficiente para un
crecimiento de los cristales y una ordenacion espacial a distancias mas elevadas.

Por dltimo, los sistemas elaborados por atomizado y molienda mostraron un patrén de
difraccion difuso, con dos sefales en el intervalo entre 12 °y 18 ° (28) para el molido,
siendo similar para el atomizado. Este Gltimo aparece mas cristalino que el sistema
elaborado por molienda, el cual se corresponde con un sistema amorfo, lo cual coincide con
los estudios por DSC, donde el producto atomizado mostré la permanencia del pico de
fusion de la gliclazida. En ambos casos, no podemos descartar la presencia de compuestos
de inclusion en estado amorto, lo cual podremos confirmar mediante la espectroscopia de
IR.
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Figura 78. Difractogramas correspondientes al sistema gliclazida-B-CD: a) gliclazida, b) B-
CD, c) mezcla fisica, (d) amasado, e) molido, f) atomizado, g) coprecipitado y

h) neutralizado.
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3.2.2.3.3. Espectroscopia de Infrarrojos (IR)

Esta técnica sera de utilidad para complementar los estudios por DSC, tanto para
confirmar las conclusiones obtenidas de los mismos como para aclarar aquellos casos donde
dicha técnica de caracterizacién conduzca a ambigiiedad en cuanto a la distincion entre la
formacién (total o parcial) de unverdadero compuesto de inclusién o una simple dispersion

del farmaco en la CD.

En las Figuras 79 a 82 se recogen los espectros correspondientes a los sistemas binarios
gliclazida-CD. En nuestro caso, el porcentaje de principio activo se halla sobre el 10-11 %
del total del producto, lo que da lugar a que muchas bandas del principio activo se
encuentren enmascaradas por el espectro de la CD, componente mayoritario de los sistemas.
Asi, nuestro estudio se basara en la observacidn de los posibles cambios presentes en la
zonas de absorcion caracteristicas visibles de la gliclazida. En nuestro caso, centraremos

nuestro estudio sobre la banda correspondiente al carbonilo (1709 cm).

En todos los casos, los sistemas preparados por mezcla fisica consisten en la simple
superposicion de los espectros del principio activo y la CD, con una patente disminucion de
los picos del espectro de IR de la gliclazida, debido al efecto diluyente de la CD antes
comentado. Por otra parte, no se observaron interacciones producidas por la preparacion
de las pastillas de KBr, lo que asegura la validez de dicha técnica de preparacion de
muestras en nuestro caso, ¢n contra de lo que pueden sugerir otros autores [Ghandi y
Karara, 1988], los cuales, para evitar este posible problema, procedieron a preparar las

muestras mediante suspension del polvo en Nujol.

Elestudio del sistema gliclazida-a-CD, (Figura 79) no mostré modificaciones apreciables
en la posicion e intensidad de la banda de carbonilo para los espectros de los diferentes
sistemas bajo estudio, lo que parece estar relacionado con una simple dispersion del
principio activo en el seno de la CD. Este hecho se halla en concordancia con las

conclusiones extraidas de los estudios por DSC.
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Figura 79. Espectros de IR correspondientes al sistema gliclazida-a-CD: (a) mezcla fisica,

(b) amasado, (c) molido y (d) atomizado.
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Figura 80. Espectros de IR correspondientes al sistema gliclazida-B-CD: (a) mezcla fisica,
(b) amasado, (c) molido, (d) atomizado, (e) coprecipitado y (f) neutralizado.
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Figura 81. Espectros de IR correspondientes al sistema gliclazida-HP-B-CD: (a) mezcla
fisica, (b) amasado, (c) molido y (d) atomizado.
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Figura 82. Espectros de IR comespondientes al sistema gliclazida-PMCD: (a) mezcla fisica,
(b) amasado, (c) molido y (d) atomizado.

Resultados y Discusién 135



Estudio de complejacién de gliclazida con diferentes ciclodextrinas

En el estudio de la interaccion gliclazida-8-CD en estado sélido (Figura 80), se observo
en el sistema preparado por molienda una desviacion de la banda de carbonilo hasta 1717

1 acompanada por una fuerte reduccién de su intensidad. Ello es indicativo de una

cm’
rotura de puentes de H intermoleculares entre las moléculas de farmaco, fenémeno
observado por numerosos autores [Nakai ef al., 1980; Ahmed et al., 1990; Nakai et al., 1991;
Jayachandra-Babu y Pandit, 1995], y relacionado con la posible complejacion de los grupos

cercanos al que se halla bajo estudio (en nuestro caso, el carbonilo) [Senel et al., 1992].

Para el sistema elaborado por atomizacion se observé un aumento de la intensidad y
anchura de la banda de carbonilo, lo que indica la formacién de puentes de H entre el
tarmaco y el hospedador, hecho que se halla relacionado con la presencia de un compuesto

de inclusidn en estado sélido [Jayachandra-Babu y Pandit, 1995].

En cuanto al sistema elaborado por coprecipitacion, se registré una fuerte reduccion de
la intensidad de la banda de carbonilo, unida a un importante aumento del nimero de onda
(1732 cml). Este hecho esta relacionado con una disociacion de puentes de H
intermoleculares entre las moléculas de principio activo, asi como con el establecimiento de
interacciones débiles en el complejo de inclusion [Kedzierewicz et al., 1990].

Por daltimo, el espectro del producto neutralizado muestra la desaparicién de la banda
de carbonilo, indicando la presencia de una estructura mucho maés rigida donde existen
diferentes interacciones débiles que limitan las vibraciones de dichos grupos, mostrando

inequivocamente la existencia de un compuesto de inclusidn.

En el estudio por IR de los sistemas gliclazida-HP (Figura 81) no se apreciaron
importantes diferencias para las técnicas de elaboracién bajo estudio, confirmando que para
esta CD dichas técnicas s6lo conducen a la obtencién de una dispersién del farmaco en el
seno de la CD en estado solido.

Dentro de los sistemas gliclazida-PMCD (Figura 82), se aprecié un importante aumento
en intensidad y anchura de la banda de carbonilo en el espectro del producto elaborado por
atomizacion, la cual aparece a 1728 ecm™!. Este hecho parece estar unido a un importanté
cambio en la naturaleza de las interacciones firmaco-CD en este caso, como es la rotura
de los puentes de H intermoleculares farmaco-farmaco, asi como la formacién de nuevos
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puentes de H fairmaco-CD, observable por un ligero incremento de intensidad de las bandas
situadas en las zonas de 3500-3300 cm™! y 2900 cm™l. En conjuncién con los estudios por
DSC, donde se observa una desaparicién total de la endoterma de fusién del farmaco,
podemos afirmar la existencia de un compuesto de inclusiéon para esta CD.

En el caso del sistema elaborado por molienda, se observé el desplazamiento de la banda
de carbonilo hasta 1732 cm’), indicando la presencia de un compuesto de inclusion,
coincidiendo plenamente con los resultados del estudio por DSC, el cual reveld la existencia
de un claro efecto exotérmico a 142 °C, atribuido a la cristalizacién del compuesto de

inclusién amorfo.
Por dltimo, el resto de los sistemas gliclazida-PMCD bajo estudio no presentaron

diferencias entre sus espectros, no existiendo pruebas de una complejacion efectiva para

estos casos.
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3.2.3. Velocidad de Disolucién

En las Figuras 83 a 87 se recogen los perfiles de disolucion de la gliclazida comercial,
procesada por distintas técnicas y formulada con diferentes CDs. Asimismo, los parametros
de eficacia de disolucion a 60 minutos (DE;) y de porcentaje de farmaco disuelto a 60
minutos (DP,) se muestran en las Tablas X1y XII.

Gliclazida (mg/L)

10 —

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

t (min)

Figura 83. Peffiles de velocidad de disolucion correspondientes a la gliclazida (®: comercial,

L: amasado, *: molido, B: atomizado).
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Gliclazida (mg/L)
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t (min)

Figura 84. Perfiles de velocidad de disolucion correspondientes al sistema gliclazida-a-CD

(ve: mezcla fisica, X: amasado, *: molido, B: atomizado, A: gliclazida).
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Gliclazida (mg/L)
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Figura 85. Perfiles de velocidad de disolucion correspondientes al sistema gliclazida-B-CD
(ve: mezcla fisica, X: amasado, *: molido, B: atomizado, ®: coprecipitado, V:

. neutralizado, A: gliclazida).
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Gliclazida (mg/L)

! ! ! I ! I

25 30 35 40 45 50 55 60

t (min)

Figura 86. Peffiles de velocidad de disolucion correspondientes al sistema gliclazida-HP-B-

CD (%x: mezcla fisica, I: amasado, *: molido, B: atomizado, A: gliclazida).
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Gliclazida (mg/L)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

t (min)

Figura 87. Perfiles de velocidad de disolucion correspondientes al sistema gliclazida-PMCD

(P mezcla fisica, X: amasado, *: molido, B: atomizado, A: gliclazida).

142 Resultados y Discusion



Estudio de complejacion de gliclazida con diferentes ciclodextrinas

Con el objetivo de poner en evidencia si las diferentes técnicas de procesado ejercen
algin tipo de influencia sobre la velocidad de disolucién del farmaco, comparamos los
ensayos de disolucion de la gliclazida comercial y tras ser sometida a dichos procesos. Los
resultados obtenidos se hallan expuestos en la Tabla XI.

Dichos resultados demostraron que ninguna técnica, al ser aplicada al firmaco comercial
proporciona una mejora en su perfil de disolucién, conduciendo incluso a productos con
caracteristicas de disolucién considerablemente mas deficientes respecto al farmaco de
partida. Estos resultados se pueden deber a los procesos de agregacion y aglomeracién que
dichas técnicas producen sobre el firmaco, constatados previamente en los estudios previos
por SEM de estos productos, presentados en una seccién anterior de la presente Memoria.

) Técnica de procesado DEg, DPy,
Comercial 0.3186 46.39

Amasado 0.2957 40.37

Cliclazida Molido 0.3199 39.61
Atomizado 0.2920 39.61

Tabla XI. Eficacia de disolucién (DEg,) y porcentaje de fdrmaco disuelto durante los
primeros 60 minutos (DPg,) para la gliclazida sometida a las técnicas de

procesado bajo estudio.

La evolucion de los dos pardmetros bajo estudio (DEy, y DP4y) en funcién de las
variables estudiadas (tipo de CD y técnica de preparacion) se recogen en las Figuras 88 y
89. Los mejores resultados se obtienen para los sistemas elaborados a base de 8-CD (en
particular mediante atomizado y neutralizado) y PMCD (especialmente mediante

atomizado).
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Sistema Método de Elaboracién DE,, DP,,
Mezcla Fisica 0.3882 53.41

Amasado 0.3651 54.37

«-CD Molido 0.3336 4417
Atomizado 0.2811 54.51

Mezcla Fisica 0.2913 38.65

Amasado 0.4036 58.74

Molido 0.5233 68.17

p-CD Atomizado 0.5914 76.64
Coprecipitado 0.5115 68.45

Neutralizado 0.5692 72.27

Mezcla Fisica 0.3244 42.16

Amasado 0.4598 58.06

HE-S-CD Molido 0.3852 59.91
Atomizado 0.3970 50.98

Mezcla Fisica 0.3807 52.55

Amasado 0.5839 74.33

PMCD Molido 0.5023 62.18
Atomizado 0.9137 100.00

Gliclazida Comercial 0.3177 46.39

Tabla XII. Eficacia de disolucién (DEg) y porcentaje de farmaco disuelto durante los
primeros 60 minutos (DPyy) para los diferentes sistemas gliclazida-CD bajo

estudio.
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Figura 89. Representacion grdfica de la DPgy en funcion de las diferentes variables bajo

estudio.
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3.2.3.1. Influencia global de la técnica de elaboracion y del tipo de CD

Dentro del estudio de la liberacion de la gliclazida a partir de las formulaciones con CDs,
los factores que pueden poseer a priori influencia sobre el perfil de liberacion del farmaco
son dos: el método de elaboracién utilizado y el tipo de CD empleado. Los resultados de
estudio estadistico de la influencia de ambos factores sobre los parametros DE¢yy DPg, de
las curvas de disoluci6n (analisis de la varianza multifactorial) se recogen en las Tablas XIII

y XIV, respectivamente.

Fuente de Varianza || G.L. | Suma de Cuadrados | Varianza F Prob.
A 3 0.243033 0.0810112 | 17.0286 |[< 0.0001
B 3 0.435230 0.145077 | 30.4952 |< 0.0001
AB 9 0.434257 0.0482507 | 10.14223 |< 0.0001 |
Residual 32 0.152236 0.00475736
Total 47 1.26476

Tabla XIII. Resultados del andlisis multifactorial sobre las DE 4, de las CDs: A = técnica
de elaboracion, B = tipo de CD.

Fuente de Varianza | G.L. | Suma de Cuadrados | Varianza F Prob.
A 3 3480.47 1160.16 17.1990 | < 0.0001
B 3 3245.79 1081.93 16.0394 | < 0.0001
AB 9 3520.33 391.148 5.79868 | < 0.0001
Residual 32 2158.55 67.4546
Total 47 12405.1

Tabla XIV. Resultados del andlisis multifactorial sobre las DP 5, de las CDs: A = técnica
de elaboracion, B = tipo de CD.
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A partir de dichos resultados, podemos constatar que existen diferencias significativas en
los valores de ambos pardmetros respecto al método de elaboracién aplicado y a la CD
empleada.

Respecto al método de elaboracion empleado, la aplicacién de una técnica de procesado
posee gran importancia a la hora de obtener formulaciones con caracteristicas de liberacion
adecuadas. En el caso particular de preparades con CDs, la técnica de elaboracion debe
perseguir, dentro de la capacidad complejante de la CD para el farmaco en cuestion, la
formacién de un compuesto de inclusion. Alternativamente, la simple dispersion y
amorfizacién del farmaco en el seno de la CD puede conducir a mejoras apreciables de sus
caracteristicas de liberacion [Ling et al., 1991]. En nuestro caso, los tratamientos de
molienda y atomizacidn, tal y como han confirmado los estudios por XRD, conducen a una
disminucién de la cristalinidad del fAirmaco. Asimismo, la dispersién del mismo en un
vehiculo hidrosoluble, ya sea en forma complejada o no, permite aprovechar la capacidad
humectante que poseen las CDs. Sin embargo, es la formacién de un compuesto de
inclusién el proceso decisivo en la mejora de las caracteristicas de disolucion del farmaco.
Asi, el atomizado se revela como una técnica adecuada para la elaboracion de formulaciones
entre gliclazida y las 8- y PMCDs, las cuales conducen a una complejacion efectiva del
farmaco en medio liquido. Dentro de este grupo, es de destacar el sistema gliclazida-PMCD,

cuyas caracteristicas de liberacién estan potenciadas por elevada hidrosolubilidad de la CD.

En aquellos casos donde no se contempla una alta tendencia a la complejacion en medio
liquido, el factor predominante es la tendencia a la aglomeracién que presentan las
particulas obtenidas mediante atomizacidn, como se corrobor6 en la seccion de SEM. Este
hecho contrarrestaria otros factores presentes en la atomizacién, como la dispersion y/o
amorfizacidon del fairmaco en un vehiculo hidrosoluble, influyendo negativamente en sus

caracteristicas de disolucidn.

La técnica de amasado, por su parte, presenta una mejora significativa en aquellos
sistemas elaborados con CDs altamente hidrosolubles, como son las HP-B8- y PMCDs. Ello
es debido a que, en estos sistemas, el factor predominante en la mejora de las caracteristicas
de disolucién es el incremento de la humectabilidad, pucs esta técnica no conduce en
nuestro caso a la formacién de compuestos de inclusién. Para las restantes CDs, en cambio,

estos sistemas no muestran mejoras significativas respecto a la gliclazida pura.

148 Resultados y Discusion



Estudio de complejacion de gliclazida con diferentes ciclodextrinas

Es necesario sefialar que en el estudio estadistico no se pudieron incluir los sistemas
elaborados por neutralizacion o coprecipitacion, debido a que éstos Ginicamente se pueden
obtener con la 8-CD, no siendo posible su comparacién. Dichos productos constituyen
compuestos de inclusion cuya velocidad de disolucién supera ampliamente la del farmaco
de partida. En estos casos, la complejacion efectiva de la gliclazida se refleja en una mejora
muy apreciable de sus caracteristicas de disolucién.

Respecto al estudio sobre el tipo de CD empleado, los resultados obtenidos se pueden
explicar en base a la dispar capacidad complejante y solubilizante que poseen las distintas
CDs (ver péagina 86), existiendo dos grupos claramente diferenciados. Asi, mientras las -
y PMCDs presentan una alta Kcy un elevado valor de eficacia solubilizante -lo cual muestra
su elevada tendencia a incluir la gliclazida en su cavidad-, las @- ¢ HP-8-CDs Gnicamente
presentan una discreta eficacia solubilizante, asi como un valor muy reducido de Ke, en
especial la @-CD. Un estudio mas pormenorizado se recoge en los dos apartados siguientes.

En resumen, los datos estadisticos sefialaron la influencia significativa de ambos factores
sobre los perfiles de liberacidn de la gliclazida, aunque éstos no pueden considerarse por

separado, siendo claramente interdependientes entre si.
3.2.3.2. Influencia del tamafio de cavidad: estudio de las CDs naturales

Uno de los factores més importantes a considerar en los estudios de liberacion a partir
de formulaciones con CDs, es el tamano de la cavidad de la CD utilizada como vehiculo,

parametro cuya importancia fue tratada en los estudios de solubilidad.

La influencia de dicho factor se recoge graficamente en las Figuras 84, 85, 88 y 89. Los
resultados del andlisis de varianza efectuado a los pardmetros de DEgy y DPg
correspondientes a las CDs naturales se exponen en la Tablas XV y XVI, respectivamente.
A partir de estos datos, se comprueba cémo la B-CD es la que conduce a mejores
resultados, mientras que la a-CD sélo presenta una dudosa mejora del proceso de
disolucién del principio activo frente al farmaco comercial. Este hecho se debe anicamente
al efecto humectante de la CD, produciéndose una liberacién retardada e incompleta
respecto a las formulaciones elaboradas con 8-CD. Este resultado se halla en concordancia

con los valores de K_ y de solubilidad acuosa del farmaco en las CDs naturales (ver pagina
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86). De esta forma, se confirma el peso del factor complejacion en la mejora de solubilidad

de la gliclazida, el cual es dependiente del tamafo de cavidad de la CD.

Fuente de Varianza || G.L. | Suma de Cuadrados | Varianza F Prob.
A 3 0.0356335 0.0118778 | 5.18248 0.0108
B 1 0.0743576 0.0743576 | 32.4433 | < 0.0001
AB 3 0.142892 0.0476306 | 20.7820 |< 0.0001
Residual 16 0.0366708 0.00229192
Total 23 0.289554

Tabla XV. Resultados del andlisis multifactorial sobre las DE, de las a- y B-CDs: A =

técnica de elaboracion, B = tipo de CD.

Fuente de Varianza | G.L. | Suma de Cuadrados | Varianza F Prob.
A 3 1149.02 383.006 13.3402 0.0001
B 1 476.774 476.774 16.6062 0.0009
AB 3 1471.64 490.774 17.0859 | < 0.0001
Residual 16 459.369 28.7106
Total 23 3556.80

Tabla XVI. Resultados del andlisis muitifactorial sobre las DP, de las a- y B-CDs: A =

técnica de elaboracion, B = tipo de CD.

3.2.3.3. Estudio sobre derivados de la B-CD: influencia del tipo de sustituyente

Como consecuencia de las claras modificaciones ejercidas por los sustituyentes de la 8-

CD sobre las caracteristicas de solubilidad y de K¢ del principio activo, se llevd a cabo el
estudio de la influencia de dicho factor sobre las curvas de liberacién obtenidas para los

distintos sistemas.
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Los resultados obtenidos al comparar los perfiles de las diferentes 8-CDs (ver Figuras
85 a 87) corroboran que la CD natural y la PMCD son las que ofrecen las mejores
caracteristicas de velocidad de disolucidn, destacando el caso del sistema gliclazida-PMCD
elaborado por atomizacidn, el cual conduce al perfil de liberacién mas completo de todos

los que se encuentran bajo estudio.

Un factor importante a considerar en la mejora de las caracteristicas de disolucion del
farmaco seria la mayor o menor solubilidad acuosa de la propia CD. A priori, cuanto mayor
solubilidad acuosa presente la CD, mayor sera su efecto hidrofilico, mejorando en mayor
medida la disolucién del principio activo. Asi, teniendo en cuenta los valores de solubilidad
acuosa de los derivados de la 8-CD (B-CD = 1.85 g/100 mL; HP-B-CD = > 50 g/100 mL
y PMCD = > 50 g/100 mL), éstos conducirian a mejores resultados que los obtenidos para
la CD natural. Sin embargo, en nuestro caso la solubilidad acuosa de la CD no presenta una
influencia significativa, siendo los efectos estéricos aquellos que poseen mayor

preponderancia.

Asi, el empleo de la B-CD natural y la PMCD permite la obtencion de formulaciones
cuyos perfiles de liberacion muestran valores de DEy, y DPg globalmente superiores a los
presentados por la HP-B-CD (ver Figuras 88 y 89). El resultado del anélisis de varianza
efectuado a estos dos parametros se expone en las Tablas XVII y XVIII, respectivamente.
El estudio estadistico ha mostrado que el tipo de CD muestra diferencias significativas en
los valores de DEg; y DP¢, asi como la influencia que, de forma aislada, ejerce el tipo de

técnica de procesado empleada en ambos parametros.

Este resultado viene dado por el impedimento estérico de los sustituyentes de la HP--
CD, que impide la formacién de un compuesto de inclusién con suficiente estabilidad para
las diferentes técnicas de procesado ensayadas, como ya se constaté en la seccion de
caracterizacién en estado sélido de la presente Memoria. En el caso de la PMCD, el
inmejorable perfil de disolucién para el producto atomizado se basa en el aislamiento
efectivo de un compuesto de inclusion por esta técnica, como ya confirmaron los estudios
térmicos y de espectroscopia de IR, y cuya alta solubilidad se halla conferida por la fuerte
hidrosolubilidad de la PMCD, como hemos comentado con anterioridad.
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Por ultimo, aclarar que en el caso de los sistemas elaborados con B-CD, sus perfiles de

disolucién no son del mismo nivel, debido sin duda a la limitada solubilidad del compuesto

de inclusion formado, como ya revel6 el diagrama de solubilidad correspondiente (ver

paginas 83 y 84).

Fuente de Varianza | G.L. | Suma de Cuadrados | Varianza F Prob.
A 3 0.414338 0.138113 22.8310 | < 0.0001
B 2 0.262307 0.131154 21.6806 | < 0.0001
AB 6 0.243457 0.0405761 | 6.70751 0.0003
Residual 24 0.145185 0.00604935
Total 35 1.06529

Tabla XVII. Resultados del andlisis multifactorial sobre las DEg, de las B-, HP-B- y
PMCDs: A = técnica de elaboracion, B = tipo de CD.

Fuente de Varianza | G.L. | Suma de Cuadrados | Varianza F Prob.
A 3 4548.78 1516.26 18.3601 | < 0.0001
B 2 2305.14 1152.57 13.9563 | < 0.0001
AB 6 2232.16 372.027 4.50481 0.0004
Residual 24 1982.02 82.5843
Total 35 11068.1

Tabla XVIII. Resultados del andlisis multifactorial sobre las DPy, de las B-, HP-B- y
PMCDs: A = técnica de elaboracion, B = tipo de CD.
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1. Las distintas técnicas de caracterizacién empleadas (SEM, DSC, HSM, TG, XRD e
IR), han puesto de manifiesto la estabilidad de las materias primas frente a los diferentes
métodos de procesado utilizados. De igual forma, dichas técnicas de caracterizacién han
demostrado que los procesos de atomizacién y molienda conducen a una amorfizacién de
las CDs. En el caso de la gliclazida, ninguna técnica de procesado condujo a la amorfizacion

de la misma.

2. Los estudios de interaccion acuosa farmaco-CD han mostrado que las a-, HP-B8-y
PMCDs conducen a diagramas de solubilidad del tipo A; de Higuchi, es decir, los
complejos formados entre el firmaco y estas CDs no poseen un limite de solubilidad
definido, por lo que queda descartada la posibilidad de obtencién de complejos en estado
solido por coprecipitacion para las mismas. Sin embargo, en el caso de la B-CD, se observo
un diagrama de tipo Bg de Higuchi, indicando que el complejo formado en solucion posee

un limite de solubilidad, siendo posible su aislamiento.

3. El célculo de la estequiometria del complejo formado entre gliclazida y B-CD se
realiz6 a partir de la meseta del diagrama de solubilidad, correspondiendo a una relacion
molar 1:2 farmaco:CD. Dicha proporcién estequiométrica fue la utilizada a la hora de

elaborar los distintos sistemas binarios farmaco-CD.

4. La técnica de calculo de constante de estabilidad en medio liquido utilizada
(solubilidad mediante la ecuacién de Higuchi y Connors) ha evidenciado que las CDs -,
HP-B- y PMCD son las unicas que conducen a constantes de estabilidad 6ptimas, aunque
la HP-B-CD, debido al impedimento estérico de sus sustituyentes, presenta un valor
sensiblemente inferior. La a-CD, seguramente debido a un inadecuado tamafio de su
cavidad, presenta por su parte una constante de estabilidad muy baja. Estos resultados
confirman la importancia de la dimensién de la cavidad de la CD en el proceso de

complejacion de la gliclazida.
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5. Las diferentes técnicas de "H-RMNy 1>*C-RMN, aplicadas al sistema gliclazida-8-CD,
han confirmado la complejacién del firmaco en medio liquido, corroborando asimismo la
proporcion estequiométrica calculada a partir de la meseta del diagrama de solubilidad.
Ademas, dichas técnicas pusieron de manifiesto la participacion de los radicales

azabiciclooctilo y tolilo en el proceso de complejacion.

6. La técnica de SEM aplicada a los distintos sistemas binarios mostré que en aquellos
que fueron elaborados mediante atomizacién y molienda era imposible diferenciar sus dos
componentes, farmaco y CD, hecho indicativo del elevado grado de homogeneidad
alcanzado para estos dos métodos. Estos resultados, si bien no confirman la formacion de
un compuesto de inclusién en estado sélido, permiten asegurar al menos la formacién de
una fina dispersién del principio activo en el seno de la CD. Asimismo, las observaciones
mediante SEM mostraron la naturaleza microcristalina de los sistemas preparados con la

B-CD mediante coprecipitacion y neutralizacién.

7. Los estudios térmicos (DSC y HSM) pusieron de manifiesto que Gnicamente los
sistemas elaborados con B- y PMCD mediante las técnicas de atomizacién, molienda,
coprecipitacion y neutralizacion conducen a una complejacion efectiva del fairmaco dentro
de la cavidad de la CD, deducida a partir de la desaparicién de la endoterma de fusion del
farmaco en dichos sistemas. Por otra parte, se puso en evidencia que los fendmenos
exotérmicos registrados por DSC se correspondian con procesos de cristalizacion del

complejo.

8. La técnica de XRD ha corroborado la naturaleza amorfa de los sistemas obtenidos
por atomizado y por molienda. En el caso de los sistemas elaborados con la 8-CD mediante
coprecipitacion y neutralizacion, las técnicas de XRD y CP/MAS '*C RMN confirmaron la
presencia de una nueva fase sélida y cristalina, de diferente naturaleza a los productos de

partida.
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9. Mediante espectroscopia de IR se han confirmado las observaciones efectuadas en
el estudio térmico, mostrando la presencia de compuestos de inclusion para los sistemas
elaborados con 8-y PMCD mediante las técnicas de atomizacién, molienda, coprecipitacion

y neutralizacion.

10. Los estudios de velocidad de disolucién muestran que la presencia de las CDs en las
formulaciones conduce, en todos los casos, a un aumento de la velocidad de disolucién de
la gliclazida, obteniéndose los mejores resultados para las 8- y PMCDs. Este hecho se halla
en concordancia con los datos de solubilidad obtenidos previamente, reflejando la

importancia que la complejacién desempena en dicho proceso.

11. Los sistemas obtenidos por molienda y atomizacién son los que conducen en general
a los mejores perfiles de disolucion. Esta mejora presentada por dichos sistemas se ha
explicado en base a la amorfizacién conseguida por esta técnica para la fraccion de farmaco

no complejado.

12. Considerando los parametros analizados en el estudio biotarmacéutico realizado a
las formulaciones gliclazida-CDs (DEg, y DPy,), puede concluirse que es el sistema
elaborado con la PMCD por atomizacion el que presenta el mejor perfil de disolucién, en
base al adecuado valor de Ke, que permite una adecuada complejacién en medio liquido,

a una reduccion de la cristalinidad y a la alta hidrosolubilidad de la CD empleada.
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