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Desarrollo de nuevas formulaciones de Naproxeno

RESUMEN:

Desarrollo de nuevas formulaciones orales de naproxeno para el tratamiento de la

migrafna.

INTRODUCCION:

La migrafia es una de las afecciones que mas poblacién padece en todo el mundo, por
ese motivo, es de gran interés mejorar y/o desarrollar nuevos tratamientos que traten y

ayuden a las personas que la sufren.

Actualmente los tratamientos se pueden dividir en 2 modalidades: los tratamientos
agudos y los tratamientos profilacticos. Existen multitud de medicamentos para tratar
estas modalidades, pero los que aparecen indicados en ambas, son los AINES. Dentro
de los AINES, el naproxeno es el que mejores caracteristicas relne para intentar

perfeccionar su formulacion.

Las razones principales para centrarse en el naproxeno son dos. La primera es su gran
uso generalizado; y la segunda es su posible margen de mejora, esto es debido tanto a
su alta dosis de inicio (1000mg), como a su lenta liberacion (Tmax 2-4h). Por ello, lo que
se pretende es tanto mejorar su biodisponibilidad, como el tiempo de efecto,

disminuyendo asi la dosis efectiva y el tiempo de actuacion.

Para intentar mejorar esos dos parametros se necesitan varios excipientes que ayuden
a su rapida disolucién y absorcién. Los excipientes seleccionados bibliograficamente

para la mejora son HPMC, croscarmelosa sédica y SDS.

OBJETIVOS Y RESULTADOS:

El objetivo principal de la tesis es el desarrollo y creacion de una formulacion oral de
naproxeno en la que, mediante el empleo de disgregantes hidrofilicos y surfactantes,

mejore su velocidad de disolucion y permita alcanzar rapidas concentraciones
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RESUMEN

plasmaticas y cerebrales. Para completar este objetivo principal de la tesis se realizan

los siguientes objetivos parciales:

Creacion y puesta a punto de un método analitico que permita analizar cantidades
pequefas de naproxeno en muestras biolégicas de plasma y cerebro. Y por ultimo,
comprobar que la formulacion de naproxeno desarrollada podria ser un tratamiento
efectivo para los ataques de migrafia, mediante la realizacion de estudios de

biodisponibilidad en plasma y de biodistribucién en cerebro.

RESULTADOS:

Tras el desarrollo galénico de multitud de formulaciones, sus correspondientes
caracterizaciones y ensayos de velocidad de disolucion, se lleg6 a la conclusién de que
la formulacién FS-10% fue la que mejores resultados obtuvo, y por ello, fue la elegida

como el posible tratamiento para la migrafia.

El siguiente paso fue la creacion de un método analitico que permitiera la cuantificacion
de naproxeno en muestras biologicas y, ademas, investigar la mejor distribucién
cerebro/plasma del naproxeno entre formulaciones con diferentes surfactantes, para asi
saber cual era mejor para tratamientos “in vivo”. El método de analisis elegido fue el de
HPLC submicelar con deteccion por fluorescencia, ya que al utilizar en su fase mévil un
surfactante, hizo que concentraciones muy bajas de naproxeno se pudieran cuantificar.
Los resultados que se obtuvieron en este desarrollo nos permiten concluir que el SDS
es mejor que RH 40 y T 80, tanto para el método analitico, como para la administracion

de la formulacién “in vivo”.

Tras el desarrollo del método analitico y de los estudios con diferentes surfactantes, se
hicieron los estudios de farmacocinética “in vivo” con la formulacién que contenia SDS,
(FS-10%). Los datos que se obtuvieron de estos estudios fueron muy positivos, ya que,
los parametros estudiados (AUCoz2n, Cmax, Tmax) dieron unos resultados

significativamente mejores para la formulacion FS-10% con respecto a la de referencia.
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Los datos obtenidos se podrian resumir en que la formulacion FS-10% alcanza mayores
niveles plasmaticos y cerebrales de naproxeno en un menor tiempo, y por tanto, podria

tratar los ataques de migrafia mejor que la de referencia.

Por dltimo, se hicieron estudios en los que tomando la formulacién FS-10% como
referencia, se sustituyé el HPMC y el SDS por el chitosan. Estos ultimos ensayos se
desarrollaron para intentar igualar o mejorar los resultados anteriores, cambiando
excipientes inactivos por otro que tuviera la misma funcion y, ademas, afadiera
beneficios. Los resultados obtenidos hasta ahora son esperanzadores, ya que la
formulacion de chitosan FACC-10% ha dado valores en la velocidad de disoluciéon

semejantes a los que dio FS-10%.

CONCLUSIONES:

1. La adicién de determinados excipientes hace que se mejoren las caracteristicas
del naproxeno base materia prima. La adicion de (HPMC) y croscarmelosa
permiten la elaboracion de dispersiones sélidas. La incorporaciéon de SDS

permite elaborar sistemas micelares que mejoran la disolucién del Naproxeno.

2. La formulacién que mejores resultados obtuvo, tanto en los estudios de
caracterizacion como sobre todo en los ensayos de velocidad de disolucién, fue

la denominada en este trabajo como FS-10%.

3. La utilizacién de diferentes métodos para la caracterizacién de formulaciones,
como la microscopia electrénica de barrido, difraccion de rayos X y calorimetria
diferencial de barrido, son imprescindibles para conocer y entender las
propiedades y los efectos que tienen los excipientes en las diferentes

formulaciones.
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La utilizacién de sistemas micelares de naproxeno en estudios “in vivo”, da como
resultado que estos sistemas micelares tengan concentraciones mas altas de
naproxeno a nivel plasméatico y cerebral, en comparacion con el naproxeno
materia prima. Los sistemas micelares con SDS mostraron una mayor
concentracion tanto plasmatica como cerebral que las micelas (Cremophor® RH

40) o (Tween® 80).

El método de HPLC submicelar con deteccion por fluorescencia es un método
analitico optimo para la cuantificacion de naproxeno en bajas concentraciones.
Este método al utilizar en su fase moévil un surfactante, incrementa la deteccion
por fluorescencia, permitiendo cuantificar concentraciones muy bajas de
naproxeno en cerebro. Este método quedd comprobado y validado a través de

los estudios de farmacocinética “in vivo”.

Los estudios de farmacocinética “in vivo” muestran que la formulacién FS-10%
obtuvo unos resultados de biodisponibilidad superiores al naproxeno de
referencia. Todos los parametros estudiados (AUCo.2n, Cmax Y Tmax) tuvieron

resultados significativamente mejores.

La formulacién FS-10% alcanza mayores niveles plasmaticos y cerebrales de
naproxeno en un tiempo menor y, por lo tanto, la formulacion FS-10% podria ser
un tratamiento més adecuado para tratar los ataques de migrafia con respecto a

la formulacién de referencia.

La incorporacion de chitosan a la formulacion FS-10%, y la eliminacion en ésta

de HPMC y SDS, da unos resultados de velocidad de disolucion semejantes a
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los de FS-10%. Ademas, esperamos que la adicion de chitosan a la formulacion

pueda ser eficaz para disminuir la irritacion gastrica que produce el naproxeno.
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SUMMARY:

Development of novel oral formulations of naproxen for the treatment of migraine.

INTRODUCTION:

Migraine is one of the most worldwide-spread health conditions. Hence, it is of
pronounced interest to improve current treatments and/or develop novel treatments that

would improve patients’ health.

Currently, treatments can be divided into 2 modalities based on the status of the
condition: acute treatments, for ongoing migraine episodes, and prophylactic treatments,
as preventive treatment. Out of the large group of medicines being used as treatment,
NSAIDs products are commonly used at both modalities. Within NSAIDs products,
naproxen’s characteristics has shown great feasibility when used for optimizing

formulation.

Naproxen has been selected due to two main reasons. Firstly, its widespread use; and
secondly, its potential margin of improvement, as a result of both its high starting dose
(1000mg), and its slow release (Tmax 2-4h). Thus, the aspiration would be to improve
both its bioavailability and the time of effect, consequently decreasing the effective dose

and the time of action.

In order to try to improve these two parameters, several excipients are needed to help
their rapid dissolution and absorption. The following excipients were selected

bibliographically: HPMC, sodium croscarmellose and SDS.

OBJECTIVES AND RESULTS:

The main objective of the thesis is the development and creation of an oral formulation,
naproxen’s based that together with different excipients improves dissolution rates with

respect to the reference formulations, with the purpose of being used for the treatment
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of migraine. This is the main objective of the thesis, from which the following new

secondary objectives are derived in order to complete the main one:

Creation and development of an analytical method that allows the analysis of low
quantities of naproxen in biological samples of plasma and brain. And finally, to validate
that the formulation of naproxen developed could be an effective treatment for migraine

attacks, through "in vivo" pharmacokinetic studies.

RESULTS:

Across all the galenic formulations developed with their corresponding characterizations
and dissolution rate tests, it was concluded that the FS-10% formulation was the one
that obtained the best results, and therefore, it was chosen as the potential treatment for

migraine.

The next step was the creation of an analytical method that would allow the quantification
of naproxen in biological samples and, in addition, investigate the best brain/plasma
distribution of naproxen between formulations with different surfactants, in order to know
which one was better for "in vivo" treatments. The chosen method of analysis was
submicellular-HPLC with fluorescence detection, thanks to having both fluorescence
detection and the use of a mobile phase surfactant made it possible to quantify very low
concentrations of naproxen. The results obtained in this development were reasonably
good, it was concluded that SDS has shown better results than RH 40 and T 80 at both

the analytical method, and for the administration of the "in vivo" formulation.

After the development of the analytical method and studies with different surfactants, the
"in vivo" pharmacokinetic studies were done with the formulation containing SDS (FS-
10%). The data obtained from these studies was very positive, since the parameters
studied (AUCo.2n, Cmax, Tmax) gave significantly better results for the FS-10% formulation

with respect to the reference. The data obtained could be outlined as the FS-10%
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formulation reaches higher plasma and brain levels of naproxen in a shorter time, and

therefore, could treat migraine attacks better than the reference one.

Finally, studies were conducted taking the FS-10% formulation as a reference, 2

excipients were changed for chitosan. These latter trials were developed in an endeavor

to match or improve previous results by exchanging inactive excipients for one that had

the same function and also added benefit. The results obtained so far are encouraging,

since the formulation of chitosan FACC-10% has given dissolution rate values similar to

those from FS-10%.

CONCLUSIONS:

1.

The addition of certain excipients improves the characteristics of the
naproxen raw material. The addition of (HPMC) and croscarmellose allows
for the production of solid dispersions. The addition of SDS allows for the

elaboration of micellar systems that improve the dissolution of Naproxen.

The formulation which obtained the best results, both in characterization
studies and mainly in dissolution rate tests, was the one so-called in this work

as FS-10%.

The use of different methods for the characterization of formulations, such as
scanning electron microscopy, X-ray diffraction and differential scanning
calorimetry, are essential to know and understand the properties and effects

that excipients have on different formulations.

The use of naproxen micellar systems in "in vivo" studies results in these
micellar systems having higher concentrations of naproxen at the plasma and

brain level, compared to the naproxen raw material. Micellar systems with
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SDS showed higher concentrations at both plasma and brain levels than

either of the micelles (Cremophor® RH 40) or (Tween® 80).

The submicellar HPLC method with fluorescence detection is an optimal
analytical method for quantifying naproxen at low concentrations. This
method, via using a surfactant in its mobile phase, increases the detection by
fluorescence, allowing the quantification of very low concentrations of
naproxen in biological brain samples. This method was tested and validated

through "in vivo" pharmacokinetic studies.

“In vivo" pharmacokinetic studies showed that the FS-10% formulation
achieved bioavailability results higher than the reference naproxen raw
material. All measured parameters (AUCo2n, Cmax, Tmax) had significantly

better results.

The FS-10% formulation reaches higher plasma and brain levels of naproxen
in a shorter time and, therefore, the FS-10% formulation could be a more

suitable treatment for treating migraine attacks with respect to the reference.

The incorporation of chitosan into the FS-10% formulation, and the
elimination of HPMC and SDS from the formulation, gave dissolution rate
results similar to those of FS-10%. Thus, chitosan could replace these two
excipients and, moreover, could reduce the gastric irritation caused by

naproxen.
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1.1. INTRODUCCION:

La migrafa es una cefalea que afecta a una elevada cantidad de poblacién y muchas
veces el paciente sufre varios casos en el Gltimo afio. La prevalencia de la migrafia a lo
largo de la vida es de alrededor del 13% en paises occidentales (Merikangas, K.R. y
Lateef, T., 2013). En Espafia se hizo un estudio epidemiolégico CATI, (Porta-Ettesam,
J. et al, 2010), que revel6 que la prevalencia es del 12,6%, siendo el doble en mujeres
que en hombres, afectando mas a los adultos jovenes que a los mayores de 50 afios y
teniendo un mayor porcentaje en la raza caucasica que en la africana o asiatica

(Stewart, W.F. et al, 1996).

En Espafia padecen migrafia mas de 5 millones de personas segun datos de 2019 de
la Sociedad Espafiola de Neurologia, el tener un brote de migrafia o simplemente
padecerla, altera la calidad de vida de quien la padece, ya que reduce su rendimiento e
incluso puede llegar a hacer que tengan que parar totalmente su actividad. Esto es un
grave problema social, familiar y laboral ya que puede incapacitar en cualquier momento
del dia. Segun la OMS es la 8° enfermedad mas discapacitante y la 1° dentro de las
enfermedades neurol6gicas. De hecho, las enfermedades neurolégicas ocasionan 43
millones de “afos perdidos por discapacidad” y mas de la mitad es debido a las migrafias
(Lozano, R. et al, 2012). Estos datos se deben no sélo por la capacidad discapacitante,
sino por la enorme frecuencia con la que se dan, ya que es mas frecuente que
enfermedades como la epilepsia, la esclerosis multiple o el Parkinson. Cabe destacar
que esta enfermedad no sélo tiene una enorme carga personal, sino que ademas tiene
un gran coste econémico para la sociedad, producido tanto por el coste de los farmacos
como por los costes indirectos (Lainez, J.M. et al, 2011). Espafia es uno de los paises
donde més cuesta econ6micamente, en torno a 1500 euros por persona al afio, de los
cuales la mayoria es por costes indirectos derivados de la disminucién del rendimiento
y absentismo laboral y no tanto por los tratamientos farmacolégicos o consultas. (Linde,

M. et al, 2012).
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Los medicamentos para el tratamiento de la migrafia se pueden dividir en 2
modalidades. Los primeros son medicamentos para el tratamiento aguado, es decir,
para el momento en el que se produzca el ataque y los segundos son medicamentos

profilacticos, es decir, para prevenir que aparezcan los ataques.

Con respecto a los medicamentos para el tratamiento agudo, los que han demostrado
mayor eficacia y se utilizan con mayor frecuencia son los de familia de los triptanes y los
agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINES). Dentro los triptanes, los mas usados
son el Sumatriptan, Zolmitriptan y Rizatriptan y dentro de los AINES el Ibuprofeno y el
Naproxeno. Cabe destacar que con anterioridad existié otro grupo de farmacos muy

utilizados (la ergotamina y sus derivados), pero en la actualidad estan en desuso.

El tratamiento profilactico de la migrafia esta indicado en pacientes con migrafias
recurrentes y/o con intensidad elevada que hace que perjudique su vida cotidiana. Se
suele recomendar a pacientes con mas de 2 crisis mensuales de migrafia. Los farmacos
mas utilizados son los siguientes: betabloqueantes, antagonistas de los canales de

calcio, antidepresivos (triciclicos y ISRS), toxina botulinica A, (AINES)...

Los antiinflamatotios no esteroidicos (AINES), por tanto, son Uutiles tanto para el
tratamiento sintomatico como para el tratamiento profilactico, de ahi que sean la primera
opcién cuando un paciente comienza con crisis de migrafia, ya que pueden servir tanto
en las crisis agudas como para estadios menores. Ademas, también suele ser la primera
eleccién como tratamiento debido a que son los mas seguros y los que menos efectos

secundarios tienen.

Dentro de los distintos AINES, aunque presentan caracteristicas similares entre ellos, el
naproxeno esta considerado como farmaco de primera eleccion frente al dolor intenso,
llegando a ser el segundo AINE méas consumido en Espafia por detras del Ibuprofeno,

segun fuentes del CIMA. El naproxeno es el tratamiento de eleccion en dolores agudos
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como artritis reumatoide, artrosis, episodios agudos de gota, destacando su uso en el
atague de migrafia. En los ultimos afios el naproxeno se prescribe y se consume cada
vez mas para el tratamiento puntual o prolongado de la migrafia. Sin embargo, es
importante destacar que las dosis de haproxeno que se recomiendan para el tratamiento
agudo de las migrafias leves 0 moderadas, es de 750mg y continuar a la media hora
con 250mg mas. Esta dosis es muy elevada y aumenta el riesgo de efectos adversos

graves como Ulceras o hemorragias gastrointestinales.

El empleo de nuevas formulaciones con una mayor biodisponibilidad plasmética y
elevada biodistribucion cerebral nos permitird disminuir las dosis de naproxeno

utilizadas, disminuyendo el riesgo de hemorragias gastrointestinales.

En base a estas indicaciones, el objetivo principal de la tesis fue el desarrollo de
formulaciones de naproxeno que mejoren tanto su biodisponibilidad como su
biodistribucién a cerebro, disminuyendo también el tiempo de comienzo de accién
analgésica, especialmente importante en los pacientes que sufren un ataque agudo de

migrafia.

Una vez que se selecciond el naproxeno como principio activo para tratar los ataques
agudos de migrafia, se procede a seleccionar los excipientes que permitan obtener una
rapida velocidad de disolucion (Girotra, P. y Singh, S.K., 2016). En los ultimos afios ha
habido un aumento en el desarrollo de nuevos tratamientos para estos ataques agudos,
incluidos comprimidos de rapida liberacion (Sheftell, F.D. et al, 2005; Sheshala, R. et al,
2011; Stange, U. et al, 2014). El hecho de intentar mejorar su accion se debe a que se
ha reportado que el naproxeno tiene una baja permeabilidad (Figueroa, C.E. y Bose, S.,
2013) y que su escasa solubilidad y baja particién disminuye su capacidad para cruzar
la barrera hematoencefélica (Sheha, M., 2012). Ademas, el naproxeno es un farmaco
poco soluble que requiere altas concentraciones plasméticas para lograr

concentraciones cerebrales efectivas en la migrafa.
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Las formulaciones orales actuales de naproxeno tienen varios inconvenientes, como el
lento inicio de accion, baja biodisponibilidad y gran variabilidad inter-sujeto en la tasa de
absorcion (Tmax) (Choi, H.G. et al, 2015). Los valores plasmaticos de Tmax para el
naproxeno son de entre 2 y 4 h, por tanto, el desarrollo de nuevas formulaciones de
rapida disolucién, que producen un rapido inicio de accién y que mejoran paradmetros
farmacocinéticos como los valores de Cmax, Tmax Y AUCo4, €n plasmay cerebro para las
primeras 2-4 h después de la dosificacién son particularmente importante y atractivas

(Choi, H.G. et al, 2015; Haberer, L.J. et al, 2010).

En los dltimos afios ha habido varios grupos de investigadores que han intentado a
través de diferentes estrategias mejorar la formulacion de naproxeno. Alguna de ellas
es la adicion de un polimero hidréfilo como HPMC (Ha, E.S. et al, 2015; Kumar, S. 'y
Burgess, D.J., 2014; Mishra, B. et al, 2015), o de surfactantes (Li, M. et al, 2016;
Mosquera-Giraldo, L.I. et al, 2014; Stange, U. et al, 2014) para evitar problemas de

aglomeracion y mejorar la humectabilidad.

Los derivados celuldsicos no iénicos son un amplio grupo de polimeros hidrofilicos que
proporcionan propiedades interesantes en medios acuosos. El uso de polimeros
hidréfilos tales como hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) e hidroxipropilcelulosa han
demostrado mejorar la estabilizacion estérica y electrostatica de las estructuras
cristalinas (Figueroa, C.E. y Bose, S., 2013). En solucién acuosa, produjeron resultados
importantes en la estabilizacién de la formulacion debido a la presencia de enlaces de
hidrégeno con el nucleo hidrofobico del principio activo (Douroumis, D. et al, 2007;
Mishra, B. et al, 2015). La creacion de formulaciones de disolucion rapida utilizando
estos polimeros hidréfilos como agente aglutinante podrian reducir la hidrofobicidad de
los cristales del farmaco. Por tanto, el uso de derivados celulésicos mejora la estabilidad
e incrementan las caracteristicas hidroéfilas en la superficie de las particulas con el medio

acuoso.
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Ademas, el uso de surfactantes puede prevenir la agregaciéon de microparticulas y
nanoparticulas mejorando la estabilidad de las suspensiones de nanocristales (Kumar,
S. y Burgess, D.J., 2014). Surfactantes tales como el lauril sulfato sédico (SDS) también
mejora la velocidad de disolucion de farmacos poco solubles (Mosquera-Giraldo, L.I. et
al, 2014). Sin embargo, se requieren grandes cantidades de surfactantes para lograr
una alta disolucion de naproxeno (Tiong, N. y Elkordy, A.A., 2009). La adicién de SDS
con polimeros hidroéfilos como HPMC produce un efecto de sinergia entre HPMC y SDS,
y facilita la interaccién con la superficie del cristal. Estos sistemas HPMC-SDS hidréfilos
requieren pequefias cantidades de agente surfactante para obtener una rapida
disolucién con medicamentos hidrofébicos (Li, M. et al, 2016). Excipientes hidrofilicos
como Pharmacoat (Li, M. et al, 2016), Avicel pH 102, Cab-o-sil (Tiong, N. y Elkordy,
A.A., 2009), y manitol (Figueroa, C.E. y Bose, S., 2013) se han utilizado como
promotores de la adsorcion en varios farmacos y surfactantes. Estos surfactantes, con
los promotores de adsorcion ayudan a dispersar el farmaco en el entorno
gastrointestinal. Por tanto, una alternativa interesante es usar un disgregante hidrofilico,
como la croscarmelosa sodica o glicolato sédico de almidén, que por su alta capacidad
de embeber agua sea capaz de mejorar la interaccidn entre el farmaco y el agua,
aumentando la dispersabilidad de las particulas hidrofébicas del farmaco en un medio
gastronitestinal con una menor cantidad de excipiente (Maghsoodi, M. et al, 2008;

Maggi, L. et al, 2013; Matji, A. et al, 2017).

Por tanto, el empleo de un tensioactivo como el SDS y de un superdisgragante como la

croscarmelosa en la formulacién es muy interesante para intentar mejorarla.

Por estos motivos, se decidid el uso de diferentes excipientes en el desarrollo de la

nueva formulacién de rapida disolucion: HPMC, CROSCARMELOSA Y SDS.
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I1. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO - OBJECTIVES AND APPROACH

2.1. OBJETIVOS:

Los objetivos de este trabajo doctoral quedan resumidos en:

Obijetivo principal:

Desarrollo y creacién de una formulacion oral de naproxeno en la que, mediante el
empleo de disgregantes hidrofilicos y surfactantes, mejore su velocidad de disolucion y

permita alcanzar rapidas concentraciones plasmaticas y cerebrales.

Objetivos secundarios:

Creacion y puesta a punto de un método analitico que permita analizar cantidades

pequefias de naproxeno en muestras bioldgicas de plasmay cerebro.

Comprobar que la formulacién de naproxeno desarrollada podria ser un tratamiento
efectivo para los ataques de migrafia, mediante la realizacion de estudios de

biodisponibilidad en plasma y de biodistribucién en cerebro.
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2.2. PLANTEAMIENTO:

Para la realizacion de este trabajo se siguieron las siguientes etapas:

1. Elaboracion galénica de formulaciones de naproxeno con los diferentes
excipientes (HPMC, Croscarmelosa sédica y SDS). Caracterizacién farmaco
técnica de estas formulaciones mediante estudios de microscopia electrénica,
difraccién de rayos X y calorimetria diferencial de barrido.

2. Puesta a punto de un estudio de velocidad de disolucion que permita evaluar las
diferentes formulaciones de naproxeno, con el fin de seleccionar las
proporciones de los distintos excipientes que presenten los perfiles de disolucién
mas rapidos.

3. Desarrollo de un método de cromatografia liquida submicelar con detector de
fluorescencia que sea rapido, preciso y reproducible, para cuantificar
concentraciones bajas de naproxeno en muestras de plasma y cerebro.

4. Estudios de biodisponibilidad en plasma y biodistribucion en cerebro de las
nuevas formulaciones de naproxeno, para seleccionar las formulaciones con una
rapida accion analgésica.

5. Estudiar la posibilidad de desarrollar nuevas formulaciones de rapida disolucién
de naproxeno, en las que los nuevos excipientes ademas de tener propiedades
activas, tengan la capacidad de disminuir el riesgo de lesiones gastro-intestinales

producidas por el naproxeno.
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2.3. OBJECTIVES:

The objectives of this thesis are summarized in:

Main objective:

Development and creation of an oral formulation, naproxen’s based that together with
different excipients improves dissolution rates with respect to the reference formulations,

with the purpose of being used for the treatment of migraine.

Secondary objectives:

Creation and development of an analytical method that allows the analysis of low

guantities of naproxen in biological samples of plasma and brain.

Perform bioavailability studies in plasma and biodistribution in brain to verify that the

developed formulation of naproxen could be an effective treatment for migraine attacks.
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2.4. APPROACH:

To carry out this work, the following stages were followed:

1. Galenic preparation of naproxen formulations with the different excipients
(HPMC, Croscarmellose sodium and SDS). Drug-technical characterization of
these formulations by electron microscopy (SEM), powder X-ray diffraction
(PXRD), and differential scanning calorimetry (DSC).

2. Development of a dissolution rate study to evaluate the different naproxen
formulations, in order to select the proportions of the different excipients that
present the fastest dissolution profiles

3. Development of a rapid, accurate and reproducible submicellar liquid
chromatography method with fluorescence detector to quantify low
concentrations of naproxen in plasma and brain samples.

4. Studies of bioavailability in plasma and biodistribution in brain of the novel
formulations of naproxen, to select the formulations with a fast analgesic action.

5. Study the possibility of developing new fast-dissolving formulations of naproxen,
in which the new excipients, in addition to having active properties, have the

ability to reduce the risk of gastro-intestinal lesions produced by naproxen.
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IIl. PARTE TEORICA

3.1. MIGRANA:

La migrafia es una cefalea primaria que suele aparecer por primera vez en la pubertad
y que posteriormente afecta principalmente a personas entre los 35 y los 45 afios de
edad. Es una afeccion muy frecuente, de base genética, que afecta a entre el 12% y el
16% de la poblacion general, siendo la incidencia mas alta en las mujeres. Este tipo de
cefalea tiene como sintoma principal el dolor de cabeza muy intenso, provocado por la
liberacion de sustancias inflamatorias causantes del dolor alrededor de los nervios y
vasos sanguineos de la cabeza (Linde, M. et al, 2012; Zavala, H. y Saravia, B., 2003).
Se debe distinguir la migrafia de otros tipos de cefaleas o dolores de cabeza como:
cefalea tensional, cefalea en brotes y/o cefaleas secundarias originadas por multitud de
causas, como gripe, meningitis, traumatismos craneoencefélicos y tumores cerebrales

(Burstein, R. et al, 2015; OMS, 2012).

La migrafia se caracteriza por ser recurrente, a menudo durante toda la vida, aunque
dependiendo de la persona pueden aparecer episodios desde una vez por semana
hasta una vez al afio. Las crisis de migrafia pueden estar precedidas de manifestaciones
neuroldgicas variadas (aura) y que consisten en trastornos visuales o sensacion de
hormigueo en labio, lengua y la mitad de la cara. El dolor suele ser de gran intensidad,
con una duracién de entre 4 y 72 horas que afecta a la mitad derecha o izquierda de la
cabeza, acompafiada de sensibilidad a la luz (fotofobia), nduseas y vémitos. (Goadsby,

P. J., 2009; Saravia, 2003; OMS, 2012).

3.1.1. Factores desencadenantes:

Existen una serie de factores que pueden provocar que aparezcan las crisis de

migrafias. Entre los m&s usuales se encuentran los siguientes:
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Alimentacion: Los periodos de ayuno o el consumo de ciertos alimentos pueden
desencadenar crisis de migrafia. Los alimentos que mas influyen son: queso,
fruta, chocolate, café y bebidas alcohdlicas, en especial el vino tinto (Sharav, Y.
y Benoliel, R., 2011, Burstein, R. et al, 2015).

Horas de suefio: Los cambios en el patrén de suefio y dormir mas o menos horas
de lo habitual son un factor que puede desencadenar la crisis de migrafia (Titus,
F.y Pozo, P., 2009).

Factores psicoldgicos: estrés, ansiedad, preocupaciones o los impactos
emocionales, suelen desencadenar en alguna ocasién la aparicion de una crisis.
También los cambios bruscos atmosféricos como los cambios de presiéon
atmosférica y el viento intenso suelen ser un factor desencadenante.

Ciclo menstrual: El 50% de las mujeres que padecen migrafias refieren que han
detectado una relacién entre la presencia de crisis y determinado momento del
ciclo hormonal femenino. Los dias en que aparecen con mas frecuencia los
episodios migrafiosos son los previos a la menstruacion. Se cree que esto se
debe al descenso en los niveles de estrogenos circulantes que tiene lugar de

forma natural en esa fase del ciclo. (Titus, F. y Pozo, P., 2009)

3.1.2. Fases de la migrafa:

Se pueden distinguir cuatro fases en el episodio de migrafa, los prédromos, el aura, la

fase de dolor y los posdromos o resolucién, aunque a menudo no estan todas presentes.

(Dodick, D.W., 2018).

Fase 1: Prédromos

Los prédromos son una serie de sintomas o0 sensaciones muy variadas y a veces sutiles

que se presentan por regla general varias horas antes del dolor y estan presentes en la

mayor parte de los pacientes con migrafia. Algunos de los mas frecuentes son
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irritabilidad, bostezos continuos, falta de atencion, palidez y deseo compulsivo de ingerir
alimentos dulces. A diferencia del aura, estos signos premonitorios pueden aparecer
muchas horas e incluso dias antes del ataque agudo de migrafia (Dodick, D.W., 2018;

Mateos, V. 2010).

e Fase 2: Aura

El aura se presenta en torno al 25% de los pacientes con migrafia y dura
aproximadamente entre media hora y una hora. Esta fase se da antes del dolor y cuando
desaparece el aura hay un intervalo menor de una hora sin sintomas y posteriormente
comienza el ataque agudo de migrafia (Mateos, V. 2010). Los sintomas mas
caracteristicos de esta fase son visuales y de los mas diversos, o mas tipico es que se
manifieste con una zona ciega del campo visual acompafiada de destellos luminosos.
En otras ocasiones, el aura provoca pérdida de sensibilidad y sensacién de hormigueo
que afecta a la mitad de la cavidad bucal y se extiende posteriormente al miembro
superior y la mano del mismo lado. Con menos frecuencia pueden producirse
deficiencias motoras que ocasionan dificultad para hablar o pérdida de movilidad en la
mitad del cuerpo. Todos estos sintomas son reversibles (Dodick, D.W., 2018; Mateos V,

2010).

e Fase 3: Dolor

Esta fase comienza con un dolor leve que aumenta progresivamente en intensidad hasta
ser un dolor moderado/fuerte dependiendo de la persona y del brote. El dolor suele
afectar a la mitad derecha o izquierda de la cabeza, y se acompafa de una serie de
sintomas caracteristicos como el malestar a la luz y a los ruidos (fotofobia y fonofobia).
Ademas, se pueden presentar sensaciones pulsatiles que provoca frecuentemente

nauseas y vomitos. La duracion de esta fase es la mas compleja de analizar ya que
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puede variar dependiendo del brote y de la persona desde las 3 horas hasta las 24 horas

si no se realiza ningun tratamiento farmacol6gico o si éste es ineficaz (Mateos, V. 2010).

e Fase 4: Posdromo o Resolucién

El dolor disminuye progresivamente hasta desaparecer por completo, sin embargo, la
mayor parte de los pacientes manifiestan que después de las crisis no se encuentran
bien y presentan cansancio, somnolencia y falta de concentracion, es lo que se conoce
como posdromos, una fase que se da después del dolor y que tarda en desaparecer

hasta la normalidad previa al brote. (Dodick, D.W., 2018; Mateos, V. 2010).

Péstdromo

Prédromo Aura Cefalea

(20% de los casos)

Otros sintomas pueden incluir :

= Sensibilidad inusual a la luz, sonidos y olores
= Cambios en la visién = Mareos y desmayos
= Sensaciones/hormigueo en la piel * Nausea y vémitos
= Problemas de lenguaje

Bostezos repetitivos
Antojos de alimentos
Rigidez/dolor de cuello
Fatiga

Bostezos repetitivos
Antojos de alimentos
Rigidez/dolor de cuello
Fatiga

Dolor de cabeza 2
Frecuentemente unilateral y
Tiende a ser pulsatil .
Puede ser agravado por la actividad i
fisica y/o movimiento

B Puede asociarse a alodinia cutanea.

Intensidad de los sintomas o fases'

5-60 mint 4-72 horas 8§2§ :l'g;s "

Tiempo

Figura 1. Fases de la migrafia con sus caracteristica y tiempos. Imagen de Medical Academy.

3.1.3. Tipos de migrafia:

Pueden distinguirse diferentes clases de migrafia segun los sintomas que se presenten,
las més usuales son la migrafia con aura o sin aura (Manzoni, G.C. et al, 2011; Lainez,

J.M. et al, 2011).

e Migrafia con aura o migrafia clasica: Es el tipo de migrafia que viene precedida

por los sintomas que se dan en la fase del aura, que comunmente se
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experimenta como una distorsion en la visién. Corresponde aproximadamente al
25% del total de los casos totales de migrafia (Ramirez, S.F. y Urrea, E., 2012).

¢ Migrafia sin aura o migrafia comun: Este tipo de migrafia carece de aura. Muchos
pacientes experimentan una sensacion extrafia y presienten antes de presentar
un ataque, estos sintomas se llaman prédromos y no deben confundirse con el
aura. La migrafia sin aura es la mas frecuente y afecta aproximadamente al 75%
de las personas Ramirez, S.F. y Urrea, E., 2012).

e Otras variedades de migrafia poco comunes, menos del 5%, son la migrafa
hemipléjica, migrafia de tipo basilar, migrafia retiniana, aura sin migrafia y

migrafa oftalmopléjica.

3.1.4. Tratamientos farmacolégicos:

Para el tratamiento de la migrafia, los medicamentos que han demostrado mayor
eficacia y que se utilizan con mayor frecuencia son la familia de los triptanes y los
agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINES) como el ibuprofeno o el naproxeno.
Cabe destacar que con anterioridad existié otro grupo de farmacos muy utilizados, como

son la ergotamina y sus derivados.

Tanto la Ergotamina como sus derivados son farmacos especificos para el tratamiento
de la migrafia. En 1937 Harold G. Wolff y John Graham demostraron que la ergotamina
tiene un efecto vasoconstrictor sobre las arterias temporales. La Ergotamina es un
derivado del cornezuelo del centeno, que actia sobre el musculo liso vascular cerebral.
El mecanismo de accion de la ergotamina consiste en una vasoconstriccion periférica
mediante el bloqueo de los receptores alfa-adrenérgicos, esto produce una supresion o
reduccion del dolor de cabeza por una disminucién de la actividad serotoninérgica a
nivel central. El efecto prolongado de la ergotamina y sus derivados pueden originar
cefalea de rebote, por lo que se recomienda no utilizarlos mas de dos veces por semana

(Perrin, V.L., 1985). Este tipo de medicamentos se utilizaron con mucha frecuencia antes
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de la salida al mercado de los triptanes, que en la actualidad presentan la misma eficacia
y una mayor seguridad que la ergotamina, por ese motivo, la mayoria de estos

medicamentos ya estan retirados o en desuso (Caffaratti, M. et al, 2008).

Agonistas selectivos de receptores 5-HT1 (Triptanes):

En la actualidad los derivados de la ergotamina se han visto parcialmente desplazados
por los triptanes, debido a la mayor seguridad de estos Ultimos. Hay que tener en cuenta
que deben transcurrir 24 horas desde la administracion de ergotamina hasta la

administracion de triptanes, si se realizase el cambio de un tipo de farmaco al otro.

Los triptanes son agonistas selectivos de los receptores serotoninergicos 5-HT1B y 5-
HT1D y con unos efectos mas débiles en 5-HT1A, 5-HT5A Y 5-HT7. No presentan
efectos sobre el receptor serotoninérgico 5-HT2, receptores adrenérgicos,
dopaminérgicos, muscarinicos o de benzodiazepinas. Esta accidn sobre los receptores
serotoninérgicos produce una vasoconstriccion de los vasos sanguineos cerebrales.
Ademas de esto, la familia de los triptanes (a excepcion del sumatriptan), interaccionan
con el sistema trigémino vascular, reducen la liberacion de neuropéptidos y la
extravasacion proteica en los vasos sanguineos de la duramadre, y la consecuente
inflamacién de meninge que puede estar relacionada con la aparicion del dolor

(Cameron, C. et al, 2015).

Existen diferentes tipos de triptanes, entre los cuales destacan: Sumatriptan, Rizatriptan
y Zolmitriptdn. Ademas de los triptanes comentados anteriormente, existen otros
agonistas selectivos de receptores 5-HT1 utilizados en el tratamiento de la migrafia:

Almotriptan, Eletriptan, Frovatriptan, Naratriptan.
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Otros antimigrafiosos:

En el tratamiento de la migrafia se puede utilizar el Pizotifeno, este farmaco es un
derivado piperidinico con accion orexigena, estimulador del apetito, al ser un
antagonista de los receptores de serotonina 5-HT2, también tiene efecto anticolinérgico
y antihistaminico. Se ha comprobado que tiene una elevada eficacia en el tratamiento
de la migrafa, aunque su eficacia aparece al mes de iniciar el tratamiento. Su eficacia
como antimigrafioso puede deberse a su accibn como antagonista serotoninérgico,
algunos estudios han destacado que su efecto también puede producirse por un bloqueo

de los canales de calcio (Ramirez, S.F. y Urrea, E., 2012).

Otros farmacos utilizados en el tratamiento de la migrafa:

En el tratamiento de la fase aguada de la migrafia se utilizan algunos analgésicos como
el Acido acetilsalicilico o el Paracetamol, estos farmacos son se utilizan en migrafias de
moderada intensidad y se recomienda su administracion en forma liquida para obtener
efecto con mayor rapidez. También pueden utilizarse algunos antiinflamatorios no
esteroidicos, algunos de los AINES mas utilizados en este tipo de tratamientos son el

ibuprofeno, ketoprofeno o naproxeno (Ramirez, S.F. y Urrea, E., 2012).

Ademas del uso de tratamientos farmacoldgicos cuando existe el ataque de migrafia
también se utilizan tratamientos farmacolégicos con uso profilactico, es decir antes de

que ocurran estos ataques.

El tratamiento profilactico de la migrafia esta indicado en pacientes con migrafias
recurrentes y/o con intensidad elevada que hace que perjudique su vida cotidiana. Se
suele recomendar a pacientes con mas de 2 crisis mensuales de migrafa. Los farmacos
més utilizados son los siguientes: betablogueantes, antagonistas de los canales de
calcio, antidepresivos triciclicos, antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptacion

de serotonina, antiserotoninérgicos, neuromoduladores, toxina botulinica A, (AINES) y
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mas recientemente anticuerpos monoclonales humanos. Estos Ultimos son un nuevo
grupo de farmacos que se administran mensualmente como una inyeccion subcutanea
para los casos de migrafia en adultos con, al menos, 4 dias de migrafia al mes.

(Sprenger, T. et al, 2018).

3.2. NAPROXENO:

3.2.1. Descripcion y estructura quimica:

El naproxeno es un principio activo analgésico, antiinflamatorio y antipirético que
pertenece a un grupo de farmacos denominados antiinflamatorios no esteroideos
(AINES). Dentro de este grupo, se incluye en el grupo de los derivados del &acido
arilpropionico. El nombre quimico es el de acido (S)-2-(6-metoxi-2-naftil) propiénico, su
férmula quimica es Ci14H1403 y su peso molecular es de 230g/mol. (Real Farmacopea

Espafola 52 Edicion. 2015).

CHs
OH

HC. O

Figura 2. Estructura quimica del naproxeno.

Los derivados propionicos tienen un caracter quiral, siendo la forma S (+) la
farmacologicamente activa. Los preparados farmacéuticos de naproxeno contienen

solamente el enantiomero S (+). (Real Farmacopea Espafiola 52 Edicion. 2015).
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3.2.2. Mecanismo de accién:

El naproxeno actla impidiendo la sintesis de prostaglandinas y otros prostanoides,
mediante la inhibicion competitiva y reversible de la ciclooxigenasa (COX), esta

inhibicion es estereoespecifica.

La COX es la enzima encargada de convertir el acido araquidonico que se encuentra en
las membranas celulares en endoperéxidos ciclicos inestables, los cuales se
transforman en prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX). Algunas de estas moléculas
participan en los mecanismos patégenos de la inflamacién, el dolor y la fiebre, por lo
que la inhibicion de su sintesis produce sus efectos terapéuticos. Es conveniente
apuntar que el naproxeno no inhibe el conjunto de la cascada del acido araquiddnico

(CIMA. Centro de informacién de medicamentos, 2020).

Existen al menos dos isoformas de la ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2), con
localizaciones y funciones diferentes. La COX-1 tiene caracteristicas de enzima
constitutiva, se encuentra en la mayoria de los tejidos y esta relacionada con la sintesis
de prostaglandinas protectoras de la mucosa gastrointestinal y el mantenimiento del flujo
sanguineo renal. En cambio, la COX-2 tiene caracteristicas de enzima inducible, en la
mayoria de los tejidos tras la estimulacion por agentes inflamatorios y se relaciona con
la produccién de prostaglandinas implicadas en la inflamacion, el crecimiento celular y
la regulacién de la ovulacién. El naproxeno inhibe de manera no selectiva la actividad
enzimatica de ambas isoformas. (Brutzkus, J.C. et al, 2020; CIMA. Centro de

informacion de medicamentos, 2020).

3.2.3. Caracteristicas farmacocinéticas:

= Absorcién: el naproxeno puede ser administrado por via oral, intramuscular o rectal. A
través del tracto gastrointestinal es absorbido rapidamente y tiene una biodisponibilidad

del 99%. La absorcion rectal es buena pero mas lenta que la oral. En ambos casos, la
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absorcion es completa. Los niveles plasméticos maximos se alcanzan a las 2-4 horas.
El grado de absorcibn no se ve afectado significativamente por cualquiera de los
alimentos o la mayoria de antiacidos (CIMA. Centro de informacion de medicamentos,

2020).

= Distribucion: esté presente en la sangre principalmente como farmaco inalterado. Tiene
un volumen de distribucion de 0,16 L/kg y difunde a través de la barrera placentaria y
lactosanguinea. A niveles terapéuticos se une a la albimina sérica en mas de un 99%.
A dosis altas se produce saturacién en la uniéon a proteinas plasméticas por lo que
aumenta el aclaramiento renal. La vida media plasmatica es de entre 12 y 15 horas, lo
que le permite alcanzar un estado estacionario a los 3 dias de iniciar un tratamiento con
un régimen de dosis dos veces al dia (CIMA. Centro de informacién de medicamentos,

2020).

= Metabolismo: es metabolizado en el higado por desmetilacion y conjugacion, dando
lugar a 6-O-demetilnaproxeno y otros metabolitos sin actividad biolégica significativa. El
sistema del citocromo P450 (CYP), principalmente CYP2C9 es el encargado de realizar
estas reacciones. El metabolismo en nifios es similar al de los adultos. La enfermedad
hepatica alcohdlica cronica reduce la concentracion plasmatica total de naproxeno, pero
aumenta la concentracion del naproxeno no ligado. En los ancianos, la concentracion
plasmatica del naproxeno no ligado se incrementa a pesar de que la concentracion

plasmatica total no se modifica (CIMA. Centro de informacion de medicamentos, 2020).

= Excrecion: la excrecién es casi en su totalidad a través de la orina (95%), por filtracién
glomerular, principalmente como naproxeno conjugado con una fraccion del farmaco
inalterada (<1%). Su semivida de eliminacion es de 12-15 h y su aclaramiento de 0,13
mL/min/kg. Una pequeiia cantidad, 3% o menos de la dosis administrada, se excreta en
las heces. En pacientes con insuficiencia renal se pueden acumular metabolitos (CIMA.

Centro de informacién de medicamentas, 2020).
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3.2.4. Indicaciones terapéuticas:

El naproxeno esta indicado en multitud de afecciones como en el tratamiento sintomatico
de la artritis reumatoide y otros sindromes reumatoides como osteoartrosis, episodios
agudos de gota, espondilitis anquilosante y trastornos agudos musculoesqueléticos que
cursan con dolor e inflamacion. Ademas de esas indicaciones, es muy utilizado para el
tratamiento de la dismenorrea, ataques agudos de migrafia, dolor y estados febriles

(CIMA. Centro de informacién de medicamentos, 2020).

3.2.5. Posologia y pauta de administracion:

La dosis usual diaria para el tratamiento de artritis reumatoide, osteoartrosis y
espondilitis anquilosante oscila entre 500 mg y 1.000 mg tomados en dos dosis en
intervalos de 12 horas. Para el tratamiento de trastornos agudos musculoesqueléticos y
dismenorrea se recomienda una dosis inicial de 500 mg seguida de 250 mg a intervalos
de 6-8 horas segun se necesite, con una dosis maxima diaria tras el primer dia de 1.250
mg. En el caso del tratamiento de episodios agudos de gota el protocolo a seguir es una
dosis inicial de 750 mg seguida, al cabo de 8 horas de una de 500 mg y luego seguir
con 250 mg a intervalos de 8 horas hasta que el ataque haya remitido. En las crisis de
migrafia se recomienda una dosis de 750 mg al primer sintoma, seguida de 250 mg al

cabo de media hora y continuando con 500mg cada 8 horas si fuese necesario.

En nifios, que estén en tratamiento de artritis reumatoide juvenil, la dosis sera de 10
mg/kg/dia a intervalos de 12 h. En insuficiencia renal, insuficiencia cardiaca o

insuficiencia hepatica se reducira la dosis.

Este medicamento se administra por via oral, preferiblemente durante o después de las
comidas. Los comprimidos deben tragarse completos, sin partirlos o aplastarlos (CIMA.

Centro de informacion de medicamentos, 2020).
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3.2.6. Reacciones adversas:

Todas las reacciones adversas en el tratamiento con naproxeno son muy raras, dandose
menos de 1 caso por cada 10.000 pacientes. Las reacciones adversas mas comunes,
son las gastrointestinales, renales y cardiacas. Las reacciones adversas pueden
minimizarse utilizando la dosis minima eficaz durante el menor tiempo posible para
controlar los sintomas. Los pacientes de edad avanzada y/o debilitados son

particularmente susceptibles a los efectos adversos.

Las reacciones de naturaleza gastrointestinal son las mas frecuentes. El riesgo de
hemorragia gastrointestinal, Ulcera o perforacion es mayor cuando se utilizan dosis
crecientes, en pacientes con antecedentes de Ulcera y en ancianos. Estos pacientes
deben comenzar el tratamiento con la dosis menor posible. Se recomienda prescribir a
estos pacientes tratamiento concomitante con agentes protectores (misoprostol o
inhibidores de la bomba de protones). Los AINES lesionan la mucosa gastroduodenal
por dos mecanismos diferentes: un efecto local agudo, que es dependiente del pH y
varia con el preparado usado; y un efecto sistémico, que es menos especifico y ocurre

sin contacto con la mucosa. (Brutzkus, J.C. et al, 2020).

El naproxeno, como la mayoria de los AINES, es un acido débil que, a pH bajo, es
soluble en lipidos y atraviesa las membranas plasméticas de las células de la superficie
gastrointestinal. Al pH intracelular se ioniza, perdiendo liposolubilidad y siendo
parcialmente atrapado dentro de dichas células. En esta situacion, lesiona las células
de la mucosa por diversos mecanismos que incluyen: desacoplamiento de fosforilacion
oxidativa mitocondrial, reduccién de la formacién de ATP, aumento de la permeabilidad
de la mucosa, pérdida de Na+ y K+ intracelular, retrodifusion de H+ desde la luz gastrica
e inhibicion de la sintesis de prostaglandinas (PG). Esta accion inhibidora de la sintesis
de PG desencadena una serie de reacciones que termina con la irritacion de la pared

de la mucosa gastrica (Brutzkus, J.C. et al, 2020).
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Trastornos renales y urinarios: hematuria, nefritis intersticial, sindrome nefrético,

renopatia, insuficiencia renal y necrosis papilar renal.

Trastornos cardiovasculares: palpitaciones, insuficiencia cardiaca congestiva,
hipertensién y vasculitis. Se han notificado edema, hipertension arterial e insuficiencia
cardiaca. Datos de ensayos clinicos y estudios epidemiloldgicos sugieren que el empleo
de algunos AINES (especialmente en dosis altas y en tratamientos de larga duracion)
puede asociarse con un moderado aumento del riesgo de acontecimientos

aterotrombaticos (CIMA. Centro de informacion de medicamentos, 2020).

3.2.7. Contraindicaciones:

Hipersensibilidad al naproxeno o al naproxeno sddico o a alguno de los excipientes de
la formulacion. Pacientes con antecedentes de reacciones alérgicas graves a otros

antiinflamatorios no esteroideos.

Ulcera péptica/hemorragia gastrointestinal activa o recidivante (dos o méas episodios

diferentes de ulceracion o hemorragia comprobados). (Brutzkus, J.C. et al, 2020).

Antecedentes de hemorragia gastrointestinal o perforacion relacionados con
tratamientos anteriores con anti-inflamatorios no esteroideos (AINES). Insuficiencia
renal, hepéatica o cardiaca de caracter grave. Tercer trimestre de embarazo. Nifios
menores de 2 afios de edad. Pacientes con colitis ulcerosa. Hemorragia cerebral (CIMA.

Centro de informacion de medicamentos, 2020).

3.2.8. Interacciones:

La administracion concomitante de un antiacido o de colestiramina, asi como la ingesta
de alimentos, puede retrasar la absorcion de naproxeno, pero no afecta a su grado de

absorcion.
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Debido a la elevada unién a proteinas plasméticas, puede interactuar con otros
farmacos que se unan a la albumina, como los anticoagulantes cumarinicos, las
sulfonilureas, las hidantoinas y otros AINES, incluido el &cido acetilsalicilico. Los
pacientes que reciban simultdneamente una hidantoina, sulfonamida o sulfonilurea

deben ser observados para el ajuste de la dosis si es necesario.

Se considera insegura la toma de AINES en combinacion con anticoagulantes de tipo

dicumarinico, dado que pueden aumentar los efectos de los anticoagulantes.

Debe evitarse el uso concomitante de dos o mas AINES, incluyendo los inhibidores
selectivos de la ciclooxigenasa-2, debido a los riesgos acumulados de inducir efectos

adversos graves relacionados con los AINES y a un efecto sinérgico.

Se recomienda precaucion cuando se co-administre con diuréticos, ya que puede
disminuir el efecto diurético. Se ha notificado que el efecto natriurético de la furosemida
es inhibido por algunos farmacos de esta clase. Los diuréticos pueden aumentar el

riesgo de nefrotoxicidad de los AINES.

Se ha descrito una inhibicién del aclaramiento renal de litio, lo que conduce a aumentos

en las concentraciones plasmaticas de este, pudiendo alcanzarse niveles téxicos.

El naproxeno y otros medicamentos anti-inflamatorios no esteroideos pueden reducir el
efecto de los antihipertensivos, tales como los betabloqueantes, debido a una inhibicion

de prostaglandinas con efecto vasodilatador.

Puede aumentar el riesgo de insuficiencia renal asociada con el uso de inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y de antagonistas de receptores de
angiotensina Il (ARAII). Los AINE y los ARAII ejercen un efecto sinérgico en la reduccion
de la filtracién glomerular, que puede ser exacerbado en caso de alteracion de la funcion

renal. La administracion de esta combinacion a pacientes ancianos o deshidratados,
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puede llevar a un fallo renal agudo por accion directa sobre la filtracion glomerular. Se
recomienda una monitorizacion de la funcién renal al iniciar el tratamiento, asi como una
hidratacién regular del paciente. Ademas, esta combinacién puede reducir el efecto
antihipertensivo de los IECA y de los ARAII, lo que provoca una pérdida parcial de su

eficacia (debida a la inhibicidn de prostaglandinas con efecto vasodilatador).

La administracion concomitante con probenecid aumenta los niveles plasméaticos de

naproxeno y prolonga considerablemente su vida media.

Se recomienda precaucién cuando se administre simultdneamente con el metrotrexato,
debido a la posible potenciacién de su toxicidad, ya que reduce la secrecién tubular de

metotrexato en modelos animales, y por lo tanto, su aclaramiento.

Los AINES pueden exacerbar la insuficiencia cardiaca, reducir el indice de filtrado
glomerular y aumentar los niveles plasmaticos de glucésidos cardiacos cuando se

administran conjuntamente.

Como con todos los AINES, se aconseja precaucion cuando se administre con
ciclosporina, por un aumento del riesgo de nefrotoxicidad, debido a efectos mediados

por las prostaglandinas renales.

Los AINES no deben utilizarse 8-12 dias después de la administracién de mifepristona,

dado que pueden reducir los efectos de esta.

Al igual que con todos los AINES, se debe tener precaucion cuando se administren
conjuntamente con corticosteroides debido al incremento del riesgo de ulceracion
gastrointestinal o hemorragia. Si se reduce o retira la administracién de esteroides
durante el tratamiento con naproxeno, la disminucion de la dosis debe ser lenta y los

pacientes han de ser vigilados estrechamente para detectar cualquier indicio de efectos

67



PARTE TEORICA

secundarios, incluida una insuficiencia renal o una exacerbacién de los sintomas de

artritis.

Hay un aumento del riesgo de hemorragia gastrointestinal cuando se combina con
agentes antiplaquetarios y tromboliticos, debido a una inhibicibn de la funcion
plaquetarira y de su accion irritante sobre la mucosa gastroduodenal. También se
incrementa este riesgo al asociarlo con inhibidores selectivos de la recaptacion de

serotonina (ISRS).

Cuando los AINES se administran con tacrolimus, hay un posible riesgo de

nefrotoxicidad.

Existe un aumento del riesgo de toxicidad hematolégica cuando se administran con

zidovudina.

Se sugiere que se interrumpa temporalmente la terapia con naproxeno 48 horas antes
de que las pruebas de funcion suprarrenal se lleven a cabo, ya que puede interferir con
algunas pruebas de los esteroides 17-cetogénicos. De manera similar, puede interferir
con algunas pruebas de &cido 5-hidroxiindolacético en orina (CIMA. Centro de

informacion de medicamentos, 2020).

3.2.9. Embarazo y Lactancia:

Se han descrito anormalidades congénitas asociadas con la administracion de AINES
en la mujer; el naproxeno puede afectar negativamente a la circulacién fetal e inhibir las
contracciones con mayor posibilidad de hemorragia en la madre y el nifio. Debido a esto,
ademas de estar contraindicado en el tercer trimestre del embarazo no se recomienda
su administracion durante el primer y el segundo trimestre de embarazo. El naproxeno
se excreta con la leche por lo que no se recomienda su administracién a madres

lactantes (CIMA. Centro de informacion de medicamentos, 2020).

68



Desarrollo de nuevas formulaciones de Naproxeno

3.3. METODOS DE ANALISIS:

Existen multitud de métodos analiticos para analizar diferentes principios activos tanto

en muestras “in vitro” como en muestras biologicas “in vivo”.

Los estudios “in vitro” que se van a hacer para cuantificar la concentracién de naproxeno
en las diferentes formulaciones son a través de ensayos de velocidad de disolucion. La
velocidad de disolucién va a ser muy importante ya que a través de estos ensayos se
sabra que formulacion de todas las creadas, es la que mejor perfil de disolucion tiene, y

por tanto, la que obtiene una concentracién de naproxeno mayor en menor tiempo.

3.3.1. Métodos para la velocidad de disolucion:

En los ensayos de velocidad de disolucion existen multitud de factores que intervienen
en el proceso: temperatura, rpm, el medio de disolucion etc.... Sin embargo, el factor

mas importante en estos ensayos es el método de andlisis de las muestras.

Existen varios métodos analiticos que podrian servir para la cuantificacién de naproxeno
en estos ensayos de velocidad de disolucién. Tras una extensa busqueda bibliografica,
los dos métodos mas utilizados son la espectroscopia UV y la espectroscopia de
fluorescencia (Ibrahim, M. A. et al, 2019; Tiong, N. y Elkordy, A.A., 2009; Sadecka, J. et

al, 2001; Damiani, P. et al, 2002).

Los métodos de espectroscopia UV han sido utilizados en distintos estudios para evaluar
la velocidad de disolucién de formulaciones de naproxeno. Hay que tener en cuenta que,
en las formulaciones ademas del naproxeno hay otros excipientes, y por tanto, éstos no
deben interferir en su cuantificacion (Kasten, G. et al, 2018). El naproxeno tiene un
méximo de lectura a una longitud de onda de andlisis cercana a los 270 nm y por tanto,
los excipientes no deben influir sobre la selectectividad de la lectura. En la mayoria de

los estudios que utilizan este método de espectroscopia UV, se observa que no se
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producen interferencias de los excipientes con el naproxeno al emplear longitudes de
analisis cercanas a 271 nm (lbrahim, M. A. et al, 2019; Tiong, N. y Elkordy, A.A., 2009).
Pocos estudios emplean longitudes de onda mucho mayores a las anteriores, pero esto
se puede llegar a producir cuando alguno de los componentes de la formulacién produce
interferencias a longitudes de analisis menores, llegando a analizarse a los 332nm (Guo,

Z. etal, 2013).

Los excipientes que se van a utilizar en las diferentes formulaciones de la tesis no
deberian presentar interferencias con el naproxeno; pero, aunque existiera alguna
pequeia interferencia, ésta se veria disminuida en el gran volumen del medio de
disolucion (Ibrahim, M.A. et al, 2019). Incluso en algin estudio sin excipientes, se
permite utilizar estudios de disolucién en condiciones NO SINK (Kasten, G. et al, 2018).
La mayoria de estos estudios utilizan rangos de concentraciones entre 1ug/ml a 25
pug/ml; se realizan en medio géastrico simulado, (Ibrahim, M.A. et al, 2019; Tiong, N. y
Elkordy, A.A., 2009) o en tampodn fosfato pH 6,8 (Kasten, G. et al, 2018) y ademas,
emplean en todos los estudios el método de paletas a 50 6 100 rpm. El método de
espectrocopia UV, por tanto, puede ser un candidato idoneo para su empleo en los

estudios de disolucidn.

En la siguiente tabla se resumen las caracteristicas utilizadas en los diferentes ensayos
de velocidad de disolucién para formulaciones con naproxeno, en los que el método de

andlisis fue por espectrocopia UV:
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Tabla 1. Resumen diferentes estudios de velocidad disolucién del naproxeno.

Formulacién A (nm) V. Disol. Equipo Ref
Liquidsolid 271 nm SGF Ap ll Tiong, N. y Elkordy, A.A.,
1000 mL 50 rpm 2009
Adsorcidn en silices 332 nm pH 6,8 Apll Guo, Z. et al, 2013
mesoporosa 900 mL 50 rpm
Sales 271 nm pH 6,8 Ap ll Kasten, G. et al, 2018
Co-amorfas 150 mL 100 rpm
Co-Liofilizado 272 nm H Cl0,1N Apll Ibrahim, M.A. et al, 2019
500 mL 100 rpm

El otro método de analisis, espectroscopia por fluorescencia también ha sido utilizado
en varios estudios para la cuantificacion de Naproxeno en distintas formulaciones. De
hecho, (Damiani, P. et al, 2002; Sadecka, J. et al, 2001) desarrollaron distintos métodos
de fluorescencia con unas longitudes de onda de excitacion de 271 y 230nm y de
emision de 353 y 355nm respectivamente; permitiendo obtener rangos de concentracion
mucho méas bajos que los del método ultravioleta. Sin embargo, el principal
inconveniente de este método es que la utilizacion de medios acuosos interfiere en los
analisis, y esto es un gran problema, ya que se pretende analizar directamente de los

medios acuosos utilizados en los estudios de velocidad de disolucion.

Por ese motivo, se descartd el método de fluorescencia utilizandose el método de

espectroscopia UV para analizar los estudios de velocidad de disolucion.

3.3.2. Métodos para el andlisis de muestras biolégicas:

Con respecto al método de analisis de los estudios “in vivo”, existen multitud de factores
que influyen en la eleccién, pero hay dos que van a ser determinantes, el tipo de muestra
a analizar y la concentracion de naproxeno en éstas. Al tratarse de estudios para el

tratamiento de la migrafia, es importante analizar la concentraciéon de naproxeno tanto
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a nivel plasmético como cerebral durante diferentes momentos después de la
administracién. Por ese motivo, se necesita de un método de analisis que se adecuado
para cuantificar concentraciones de naproxeno muy bajas en muestras cerebrales y

plasméticas.

Existen varios métodos analiticos que podrian servir para la cuantificacion de naproxeno
en muestras biol6gicas, pero hay que tener en cuenta que ademas de poder cuantificar
concentraciones bajas de naproxeno y de facil acceso, Tras una extensa busqueda
bibliogréfica, los dos métodos mas utilizados para nuestros analisis son HPLC UV y
HPLC con deteccién por fluorescencia (Hu, Y. et al, 2013; Helmy, S. A. y El Bedaiwy, H.

M., 2013; Zakeri-Milani, P. et al, 2005).

El método de andlisis y cuantificacion de naproxeno por HPLC UV ha sido bastante
utilizado, generalmente analizado a una longitud de onda de 270-273nm (Kumar, S. et
al, 2015; Zakeri-Milani, P. et al, 2005; Braig, V. et al, 2019). Dentro de los analisis de
naproxeno en muestras plasmaticas, se han hecho varios estudios, con un rango
aproximado de concentraciones de 5-55 pg/ml, un limite de deteccion de 1ug/ml, una
recuperacion del 97,5% y una sensibilidad muy alta (Hu, Y. et al, 2013; Martin, M. J. et
al, 1999; Karami, Z. et al, 2019). Los resultados de esos estudios demuestran que este
método es Gptimo para el andlisis de naproxeno es muestras plasmaticas. Sin embargo,
el rango de concentraciones que permite analizar hace que no sea sensible para el
analisis de las muestras de cerebro, en las cuales, la concentracion de naproxeno es
bastante menor. Por ese motivo, este método no seria adecuado para el andlisis de

todas las muestras.

Por otro lado, el método HPLC con deteccion por fluorescencia también ha sido bastante
usado para el andlisis de naproxeno. (Theodoridis, G. et al, 2004; Rezk, M.R. et al, 2014;

Hu, Y. et al, 2013).
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Para el analisis de naproxeno en muestras biolégicas, se han utilizado diferentes
longitudes de onda de excitacién y emision. Para los ensayos con muestras de orina se
usaron longitudes de onda de excitacion y de emision de 230nm y 350nm
respectivamente (Theodoridis, G. et al, 2004). Para los ensayos en muestras de plasma
se han usado longitudes excitacion y de emisibn de 270nm y 340-350nm
respectivamente (Tashtoush, B.M. y Al-Taani, B.M., 2003; Sakaguchi, Y. et al, 2011). El
rango aproximado de concentraciones que permite analizar este método es de 0,05-80
pug/ml, con un limite de deteccién de 0,02ug/ml, una recuperacion del 95,5% y una

sensibilidad muy alta.

En la siguiente tabla se resumen las caracteristicas de los ensayos de naproxeno en

muestras biolégicas utilizando andlisis por HPLC con deteccion por fluorescencia:

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas de HPLC de fluorescencia para naproxeno.

Tipo de muestra A emision A excitacion Rango Ref
(nm) (nm) concentraciones
Orina 230 nm 350 nm 0,05-20 pg/ml Theodoridis, G. et
al, 2004
Plasma 270 nm 340 nm 0,5-80 pg/ml Tashtoush, B.M.y

Al-Taani, B.M., 2003

Plasma 270 nm 350 nm 0,1-50 pg/ml Sakaguchi, Y. et al,
2011

Los resultados de esos estudios revelan que las concentraciones plasmaticas de
naproxeno que se pueden analizar son al menos 10 veces mayores que las que se
pueden analizar a través del HPLC UV. Por tanto, este método de HPLC con deteccién
por fluorescencia es el elegido para la realizacién de nuestros estudios ya que quedoé

demostrado que puede llegar a analizar concentraciones mas bajas de naproxeno.
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3.4. NAPROXENO COMERCIALIZADO EN ESPANA:

Existen 7 fArmacos de naproxeno autorizados y comercializados en Espafia, todo ellos

bajo prescripcion médica. La forma farmacéutica mayoritaria es la del comprimido, ya

que 6 de ellos usan esay s6lo uno es en capsulas duras. Cabe destacar que la mayoria

de los farmacos contienen en la formulacion un disgregante, pero ninguno lleva

tensioactivo. A continuacion, se detallan los farmacos comercializados con los principios

activos y excipientes que los componen:

NAPROXENO NORMON 500 mg COMPRIMIDOS EFG LABORATORIOS
NORMON, S.A.: principios activos: naproxeno; excipientes: croscarmelosa
sbdica, povidona, estearato de magnesio y 6xido de hierro (E-172), autorizado
(31/01/2007), comercializado, medicamento sujeto a prescripcion médica, con
receta.

VIMOVO 500 mg/20 mg COMPRIMIDOS DE LIBERACION MODIFICADA
ASTRA ZENECA FARMACEUTICA SPAIN, S.A.: principios activos: naproxeno
base, esomeprazol magnésico; excipientes: croscarmelosa sédica,
monoestearato de glicerol, polidextrosa, parahidroxibenzoato de metilo (e-218).
n° registro: 73182, autorizado (21/03/2011), comercializado, medicamento sujeto
a prescripcion médica, con receta.

LUNDIRAN 250 mg Capsulas duras INDUSTRIA QUIMICA Y FARMACEUTICA
VIR, S.A.: principios activos: naproxeno; excipientes: estearato magnésico. n°
registro: 54246, autorizado (01/07/1977), comercializado, medicamento sujeto a
prescripcion médica, con receta.

NAPROSYN 500 mg COMPRIMIDOS ATNAHS PHARMA NETHERLANDS B.V.:
principios activos: naproxeno base; excipientes: povidona K-90, croscarmelosa

sbdica, 6xido de hierro (E-172) y estearato de magnesio. n° registro: 56267,
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autorizado (01/09/1983), comercializado, medicamento sujeto a prescripcion
médica, con receta.

¢ NAPROXENO ARISTO 500 MG COMPRIMIDOS GASTRORRESISTENTES
EFG ARISTO PHARMA IBERIA, S.L: principios activos: naproxeno; excipientes:
povidona K 90, croscarmelosa sodica y estearato de magnesio. Ademas incluye
una pelicula gasdtroresistente. n° registro: 77727, autorizado (04/07/2013),
comercializado, medicamento sujeto a prescripcidbn médica, con receta.

e NAPROXENO AUROBINDO 500 MG COMPRIMIDOS EFG LABORATORIOS
AUROBINDO, S.L.U.: principios activos: naproxeno; excipientes: lactosa
monohidrato, almidén de maiz, carboximetilalmidén sédico (de patata), povidona
(E1201), 6xido de hierro amarillo (E172) y estearato de magnesio (E470b). n°
registro: 80806, autorizado (26/04/2016), comercializado, medicamento sujeto a
prescripcion médica, con receta.

e NAPROXENO RATIOPHARM 500 mg COMPRIMIDOS RECUBIERTOS
EFGRATIOPHARM ESPANA, S.A.: principios activos: naproxeno base;
excipientes: almidon de maiz, glicerol, carboximetilalmidon sédico. n° registro:
61370, autorizado (01/05/1997), comercializado, medicamento sujeto a

prescripcion médica con receta.

Base de datos de (CIMA. Centro de informacién de medicamentos, 2020).
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3.5. REVISION DE ESTUDIOS PARA LA ELABORACION DE FORMULACIONES DE
NAPROXENO DE RAPIDA DISOLUCION:

En los farmacos analgésicos poco solubles como el naproxeno, es especialmente
importante el empleo de distintos recursos tecnoldgicos que permitan mejorar su
velocidad de disolucion con el fin de alcanzar antes su accion analgésica (Kasten, G. et
al, 2018). Los estudios de la industria farmacéutica para mejorar la velocidad de
disolucion de farmacos poco solubles se basan en dos mecanismos principales: El
primero en la elaboracién de distintos sistemas farmacéuticos que disminuyan el tamafio
de particula del naproxeno. El segundo en la incorporacion de polimeros o excipientes
hidréfilos que al situarse sobre la superficie de los cristales del farmaco, favorezca la
hidratacion y un mayor contacto con el medio de disolucién. En la tabla 3 se muestra un
resumen de los distintos recursos utilizados para mejorar la velocidad de disolucion del

naproxeno.

Tabla 3. Resumen de los distintos recursos tecnolégicos utilizados para mejorar la velocidad de

disolucién en formulaciones de rapida disolucion.

Sistema Componentes Caracteristicas Velocidad Disolucion Autor
Farmacéutico
Nanosuspensiones HPMC 500 nmy Mds del 80% en Mishra, B. et
descenso 10 min al, 2015
cristalinidad
Sales de arginina Arginina Cristalina 4,5-6 veces mayor Kasten, G. et
amorfa que NAP (No al, 2018
Sink)
Dispersion sélida NP:Quercetina Amorfo Mas del 80% en Ibrahim,
1:2 15 min M.A. et al,
2019
Sistema Cremophor® Amorfo 35-40% en 10 min  Tiong, N.y
Liquido en solido 20% Elkordy, A.A.,
2009
Nanoparticulas Manitol 77,6%  Nanodispersiéon Mas del 80% en 1 Braig, V. et
HPC 2,9% min al, 2019
Complejos Material Adsorcidn poros 40-60% en 10 min  Guo, Z. et al,
Mesoporosos mesoporoso y descenso 2013
40-60% cristalinidad
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El empleo de procesos de reduccién del tamafio de particula permite la obtencion de
nanosuspensiones o nanoparticulas de pequefio tamafio (500 nm) que reduce la
cristalinidad del naproxeno (Braig, V. et al, 2019; Mishra, B. et al, 2015). La incorporacion
de excipientes cristalinos como el manitol (Braig, V. et al, 2019) o polimeros hidroéfilos
como la hidroxipropilmetetilcelulosa (HPMC) presentan un efecto estabilizante evitando
los problemass de recristalizacion (Mishra, B. et al, 2015) y favorecen la rapida
disolucioén del naproxeno alcanzando porcentajes de disolucion superiores al 80% en

menos de 10 minutos.

El empleo de procesos de formacién de sales solubles se obtiene mediante la
incorporacién de sustancias que al recristalizar produce la formacién de estructuras
cristalinas de rapida disolucion. La incorporacion de soluciones de arginina antes del
proceso de secado permite la formacion de sales co-amorfas de naproxeno/arginina
(Kasten, G. et al, 2018), mientras que la incorporacion de sustancias amorfas como la
gquercetina permite la elaboracién de dispersiones sdlidas de naproxeno:quercetina en
ratios (1:2) que presentan una forma amorfa de rapida disolucién (lbrahim, M.A. et al,
2019). Un mecanismo similar es utilizado en procesos de elaboracion de liquisolid, que
mediante la incorporacion de un surfactante cremophor consigue una estructura amorfa
de rapida disolucion en medio intestinal (Tiong, N. y Elkordy, A.A., 2009), mientras que
la adsorcion de naproxeno en los poros de materiales mesoporosos derivados de la
silice, permitiran reducir la cristalinidad del naproxeno y controlan su proceso de
recristalizacion, procesos que facilitaran la rapida disolucién del naproxeno (Guo, Z. et

al, 2013). Estos sistemas permitiran la rdpida disolucién de naproxeno.

A la vista de estos procesos, la incorporacion de pequefios porcentajes de polimeros
celulésicos hidrofilicos y de surfactantes, pueden ser interesantes para mejorar la

disolucién del naproxeno mediante pequefios porcentajes de excipientes.
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3.6. CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS EXCIPIENTES UTILIZADOS:

Una vez se han explicado las caracteristicas principales del naproxeno, se hace lo
mismo con los excipientes utilizados en el desarrollo de la formulacién. Estos excipientes
junto con los métodos farmacéuticos necesarios se utilizardn para obtener formas

parcialmente amorfas, y por tanto, que se disuelvan mas rapido.

Para la formulacién se utilizaran una serie de excipientes para intentar mejorar la
formulacién. El primer excipiente fue la celulosa HPMC, fue seleccionado con la
intencidn de intentar que la formulacién sea parcialmente amorfa y provocar que ésta
se disuelva antes y por tanto, se absorba y haga el efecto deseado en el menor tiempo
posible. Se elaboraran diferentes formulaciones con diferentes proporciones de la

celulosa, para seleccionar la proporcion mas adecuada.

El segundo excipiente fue un disgregante (croscarmelosa sédica), seleccionado para
aumentar la disgregacion de la formulacién y favorecer de esta forma la disolucion del
naproxeno. De la misma forma que con la celulosa, su proporcion mas adecuada se
determina mediante el desarrollo empleo de distintas formulaciones con proporciones

crecientes de este disgregante.

La incorporacién del tensioactivo SDS a la formulacién, mejorara la velocidad de
disolucién del naproxeno en la formulacion. Se elaboraran distintas formulaciones con
distintas proporciones de tensioactivo, comparando la influencia de las distintas

proporciones de surfactante/disgregante sobre la disolucion del naproxeno.
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3.6.1. (HPMC) hidroxipropilmetilcelulosa:

La hidroxipropilmetilcelulosa es el Eter 2-hidroxipropilmetilico de la celulosa, es una
mezcla de ésteres metilicos e hidroxipropilicos de la celulosa y debe cumplir con las
especificaciones descritas en la (Real Farmacopea Espafiola 52 Edicion. 2015) y la

Farmacopea Americana (United States Pharmacopeia USP 43-NF 38. 2019).

Figura 3. Formula molecular del HPMC. *R puede ser H, CH3 o CH3CH(OH)CH2. (United

States Pharmacopeia 38. 2015).

Las ventajas que tiene HPMC son que tiene una excelente compatibilidad con los
ingredientes activos y una buena disgregacion en particulas mas pequefias que

provocan una mejor disolucion. (Démuth, B. et al, 2018)

Se realizaran distintos ensayos con diferentes proporciones HPMC para conocer qué

cantidad de celulosa es la adecuada para la elaboracion de la formulacion.
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3.6.2. Croscarmelosa sodica:
La croscarmelosa sddica es la sal sddica de la celulosa parcialmente o-(carboximetilada)
entrecruzada. Es un polvo blanco o blanco grisdceo, practicamente insoluble en

acetona, en etanol y tolueno. (Real Farmacopea Espafiola 52 Edicion. 2015).

La croscarmelosa sédica tiene un alto grado de hinchamiento, siendo capaz de absorber
varias veces su propio peso en agua, esto mejora la capacidad de disgregacién de la
formulacion y caracteriza a la croscarmelosa como superdisgregante. (Rowe, R.C. et al,
2009). El hinchamiento de la corscarmelosa se atribuye a la hidratacién del grupo
carboximetilo y por ese motivo el grado de sustituciéon determina la funcionalidad de
ésta. Se suele utilizar en combinacién con diluyentes, como es el caso de algunas
celulosas. Su formula empirica es CsHisNaOg y su peso: 262,18 g/mol. (European

Pharmacopoeia 9™ Ed. (2019).

0
ONa H,C
\
ONa O
0 0 2
o) o) 5—OH

0

0 5 \—0 OH

4 Lo

H,C /’/ NI
HO OH

Figura 4. Estructura quimica de la Croscarmelosa Sédica.
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3.6.3. SDS (luaril sulfato sodico):

Descripcion y estructura quimica:

Existen multitud de nombres para este compuesto, la mas conocidas en Espafia son
Lauril sulfato sédico o dodecilsulfato sddico. EI SDS se prepara por sulfonacién del
dodecanol (C12H250H) seguida de una neutralizacion con carbonato sédico. El SDS esta
compuesto por cristales pequefios blancos o amarillo palido y es facilmente soluble en
agua, formando una solucién opalescente. (Real Farmacopea Espafiola 5% Edicion.

2015).

El SDS es un agente solubilizante anionico utilizado en formulaciones con principios
activos hidrofébicos, como es el caso del naproxeno que utilizo en la formulacién. Su
férmula molecular es NaSO4Ci2H2s Yy su peso molecular de 288,38 g/mol. (European

Pharmacopoeia 9™ Ed. (2019).

(0]
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Figura 5. Estructura quimica del SDS.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL 1: FORMULACION Y CARACTERIZACION

4.1. INTRODUCCION:

La primera parte practica de la tesis consiste en desarrollar diferentes formulaciones de
rapida disolucién de naproxeno, para ello es necesario la incorporacion de diferentes
excipientes seleccionados previamente a través de la literatura. Los excipientes
seleccionados fueron los comentados anteriormente (HPMC, croscarmelosa sédica y
SDS). Con este procedimiento lo que se pretende es conseguir formulaciones de
naproxeno base que, al unirse a estos excipientes en proporciones variables, mejoren

la formulacion de naproxeno de referencia.

Para saber si las formulaciones creadas son mejores que la de referencia, lo que hay
que conocer son las caracteristicas y propiedades de las formulaciones, y para eso hay
que hacer una serie de estudios. Los estudios que se realizaran en todas las
formulaciones creadas se basaran en la caracterizacion (SEM, rayos X y DSC) y en
ensayos de velocidad de disolucion. A través de estos estudios se puede conocer las
propiedades de las diferentes férmulas y elegir cual de ellas es la mejor e interesa mas

en estos estudios.

En definitiva, esta parte experimental se basa en la creacién y eleccién de una
formulacion de rapida disolucion de naproxeno, que pueda llegar a ser un tratamiento

para los ataques agudos de migrafia.
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4.2. MATERIALES:

4.2.1. Productos y Reactivos:

En estos estudios se utilizaran los siguientes productos y reactivos:

Naproxeno y Naproxeno sodico obtenido de Zhejiang Charioteer Pharmaceutical
Co., Ltd. (Zhejiang, China). Donado por HC Clover.

Croscarmelosa sodica producida por FMC (Philadelphia, USA).
Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) de (Methocel E15LV) (Dow Chemical),

Lauril sulfato sédico (SDS) obtenido por Sigma (Copenhagen, Denmark).

Agua obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q (Billerica, USA).

HCL Panreac® (Barcelona, Spain).

Filtros Millipore filter (Millex-HV, Hydrophilic PVDF 0,45 pm, Cork, Ireland).

Todos los reactivos y quimicos utilizados tenian grado analitico.

4.2.2. Aparatos y equipos de laboratorio:

Tamices de diferentes diametros.

Estufa Memmert.

Material de vidrio.

Pequefio aparataje de laboratorio.

Agitador Vortex.

Agitador magnético-calefactor RCT basic. Ika Labortechnik (Germany).
Morteros de agata.

Balanza Mettler AG 104. Mettler-Toledo GmbH (Schwerzenbach).
Balanza Microanalitica Sartorius M5P Serie 30303388.
Espectrofotometro (UV-1700 PharmaSpec Shimadzu, Kyoto, Japan).
Aparato velocidad de disolucion ERWEKA DT80 (Heusenstamm, Germany).
Microscopio electronico de barrido (SEM) Jeol JSM-6400 (Tokio, Japén).

Metalizador de muestras (Q150RS Quorum technologies, Laughton, UK).
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e Difractrémetro de rayos X (Philips X’Pert-MPD, Almelo, Netherlands).
o Calorimetro diferencial de barrido (DSC 3 Star System Mettler Toledo,
Schwerzenbach, Switzerland).

e Purificador de agua Milli-Q Millipore.

4.2.3. Tratamiento de los datos:

Statgraphics plus 5.1 (Statpoint Technologies Inc, VA USA).
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4.3. METODOS:

4.3.1. Desarrollo de las formulaciones:

Lo primero que se realizo en la parte experimental fue el desarrollo de las diferentes
formulaciones, desde la materia prima hasta las formulaciones con celulosa,
superdisgregante y tensioactivo. El orden que se sigui6 para el desarrollo de las
formulaciones fue de menor a mayor grado de complejidad, es decir, se partié por las
materias primas y se continué con las formulaciones con uno, dos o tres excipientes en
diferentes proporciones. En la siguiente tabla podemos ver las formulaciones creadas

con su respectivo nombre (codigo) y las proporciones de cada excipiente.

Tabla 4. Composicion de las diferentes formulaciones empleadas.

Cdédigo formulacién Naproxeno HPMC (%) Croscarmelosa SDS (%)
sodica(%)
NAP Na 110mg 0 0 0
NAP 100mg 0 0 0
A-NAP 100mg 0 0 0
FP 100mg 1,5 0 0
FD-5% 100mg 1,5 5 0
FD-10% 100mg 1,5 10 0
FD-15% 100mg 1,5 15 0
FS-3% 100mg 1,5 10 3
FS-6% 100mg 1,5 10 6
FS-10% 100mg 1,5 10 10
FS-12% 100mg 1,5 10 12
MF 100mg 1,5 10 10

Hay que tener en cuenta que los % de los excipientes son con respecto al Naproxeno y
no al % total en la formulacién. Por ejemplo, para la formulacion FS-10%, por cada
100mg de naproxeno tiene 1,5mg de HPMC, 10mg de croscarmelosa sédica y 10mg de

SDS.

92



Desarrollo de nuevas formulaciones de Naproxeno

4.3.2. Formulaciones sin excipientes:

4.3.2.1. Formulacion NAP Na:

El naproxeno sédico materia prima (NAP Na) no tiene ningun excipiente y lo Unico que
se hizo para la obtencion de esta férmula fue tamizar 750mg de Naproxeno sédico a
través de un tamiz de 0,840 mm; el polvo resultante se pasé por otro tamiz de luz
0,297mm, quedandose solo con la fraccion de naproxeno entre 0,840-0,297mm. El
producto resultante se guard6 para los diferentes ensayos. Cabe destacar que este
naproxeno sodico materia prima (NAP Na) se utilizo como referencia en los estudios de

rayos x, DSC y velocidad de disolucion.

4.3.2.2. Formulacion NAP:

El Naproxeno base materia prima (NAP) no tiene ningln excipiente y lo Gnico que se
hizo para la obtencién de esta formula fue tamizar 750mg de naproxeno base a través
de un tamiz de 0,840 mm, el polvo resultante se pas6 por otro tamiz de luz 0,297mm,
quedandose solo con la fraccion de naproxeno entre 0,840-0,297mm. Este proceso de
tamizacion se realiz6 al igual que en la formulacion anterior y en todas las formulaciones
siguientes, para asi tener el mismo tamafio de granulo en todas ellas. El producto
resultante se guardo para los diferentes ensayos. Esta formulacién fue usada para la
caracterizacion por SEM, rayos x y DSC, ademas de para los ensayos de velocidad de

disolucion.

4.3.2.3. Formulacion A-NAP:

La forma anhidra del naproxeno base tampoco tiene ningun excipiente, pero si se obtuvo
a través de un tratamiento, ya que se pesaron 750 mg de naproxeno base y se tamiz6
de la misma manera que las formulaciones anteriores, pero con la diferencia de que el
polvo resultante fue secado en una estufa a 60°C durante 48 h. El producto resultante
se guardo para los diferentes ensayos. Esta formulacion también fue usada para la
caracterizacion por SEM, rayos x y DSC, ademas de los estudios de velocidad de

disolucién.
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4.3.3. Formulaciones con excipientes:

4.3.3.1. Formulacién (FP):

La formulaciéon polimérica es la primera que contiene algun excipiente, un 1,5% de
HPMC (p/p) y es la primera que se va a formular a través de granulacién humeda. La
HPMC se incorpor6 al naproxeno a través de una solucién al 2% de HPMC en agua.
Para ello se pesaron 750mg de naproxeno que se mezclaron en un mortero con 560
microlitros de la solucion de aglutinante (2% de HPMC p/v). La masa humeda resultante,
se paso6 a través de un tamiz como las formulaciones anteriores y los granulos se
secaron en una estufa a 60°C durante 48 h para posteriormente seleccionar la fraccion

de 0,297-0,840 mm como las formulaciones anteriores.

4.3.3.2. Formulaciones disgregantes (FD-5%, FD-10%, FD-15%):

Las formulaciones disgregantes (FD) ademas de tener el 1,5% de aglutinante (HPMC)
van a contener un 5, 10 6 15% de disgregante (croscarmelosa sodica). Estas
formulaciones también se hicieron a través de granulacion himeda y para ello lo que
hizo fue juntar en un mortero 750mg de naproxeno con la cantidad correspondiente de
croscarmelosa sddica a cada formulacién (37,5mg en la FD-5%, 75mg en la FD-10% y
112,5mg en la FD-15%). Se mezcld el naproxeno con la correspondiente cantidad de
croscarmelosa con ayuda de una espatula y una vez la mezcla estuvo homogénea se
afadié 560 microlitros de la solucion de HPMC al 2% (p/v) como aglutinante. La masa
hameda resultante que quedd se pasoé a través de un tamiz de 0,840 mm como las
formulaciones anteriores y los granulos se secaron en una estufa a 60°C durante 48 h
para posteriormente hacer el cribado de la fraccion de 0,297-0,840 mm como las

formulaciones anteriores.
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4.3.3.3. Formulaciones surfactantes (FS-3%, FS-6%, FS-10% y FS-12%):

Las formulaciones tensioactivas o formulaciones surfactantes (FS) son las que van a
contener algun tensioactivo. En concreto va a tener ademas del 1,5% de aglutinante
(HPMC) y 10% de disgregante (croscarmelosa sédica) un 3, 6, 10 y 15% de tensioactivo
(SDS) y se nombran como FS-3%, FS-6%, FS-10% y FS-12%. Este lauril sulfato sédico
(SDS) se va a incorporar a la formulacion a través de la solucion aglutinadora, es decir,
se va a afadir la cantidad de SDS que corresponde a cada formulacién a la solucion
acuosa que contiene un 2% de HPMC (p/v) y que se agita durante 24 h. Al igual que las
anteriores formulaciones, se hace por granulacion himeda, la cual se realizé6 mezclando
750 mg de naproxeno con 75 mg del disgregante, y luego se agregd 560 microlitros de
la solucion aglutinante que contenia tanto HPMC como SDS. Después de mezclarlo, la
masa humeda fue tamizada a través de un tamiz de 0,840 mm y los granulos se secaron
en una estufa a 60°C durante 48 h. El producto final fue cribado para aislar la fraccion

de 0,297-0,840 mm como las formulaciones anteriores.

4.3.3.4. Formulacion (MF):
La formulacion mezcla fisica (MF) contiene la proporcién de principio activo y excipientes
(p/p) indicada en la tabla 4, y se prepar6 mezclando manualmente el naproxeno y los

excipientes en un mortero con la ayuda de una espatula.
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4.3.4. Caracterizacion de las formulaciones:

Este proceso de caracterizacidn sirve para conocer las principales caracteristicas fisicas
y quimicas de las formulaciones, tales como su aspecto, las propiedades térmicas,
morfologia, cristalinidad, y su indice de disolucion. Por tanto, gracias a estas pruebas

podremos concluir cual es la mejor formulacion.

4.3.4.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM):

Estos estudios se hicieron para conocer el aspecto superficial de las formulaciones. Para
ello se coloc6 una pequefia muestra de las diferentes formulaciones en una cinta
adhesiva de doble cara en el soporte oportuno. Una vez fijada la muestra, se pulverizd
a vacio con una fina capa de oro y paladio utilizando un metalizador de recubrimiento
por pulverizacién, (Q150RS Quorum tecnologies, Laughton, Reino Unido). Después del
recubrimiento, las muestras se analizaron con un Microscopio electrénico de barrido
Jeol JSM-6400 (Tokio, Japdn) operado a una tension de aceleracion de 20 kV. Todas
las micrografias se hicieron con un aumento de X1000 y X5000. Estos ensayos tuvieron
lugar en el CNME (Centro Nacional de Microscopia Electrénica, ubicado en la

Universidad Complutense de Madrid, Spain).

4.3.4.2. Difraccion de polvo por rayos x (XRPD):

Este ensayo realiza un estudio de barrido de la superficie de las particulas. La difraccion
de rayos X permite saber el grado de cristalinidad de las muestras. Las diferentes
formulaciones fueron colocadas en un porta muestras y los patrones de rayos X fueron
registrados en un difractémetro de rayos X (Philips X'Pert-MPD, Almelo, Paises Bajos).
Las muestras fueron irradiadas con radiacion monocromatizada de CuKa (A = 1.542 A)
y el rango de angulos escaneado fue desde 5° hasta 50° (26) con un tamafio de paso
de 0.04° y un tiempo de 1s por cada paso en todos los casos. El voltaje utilizado fue de
40mV vy la intensidad de 55mA. Los estudios se realizaron en el CAl (Centro de

Asistencia a la Investigacion, Universidad Complutense de Madrid, Spain).
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4.3.4.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC):

Este analisis se realiza para conocer las propiedades térmicas de las formulaciones
utilizadas en este estudio. Para estos ensayos de DSC, se utiliz6 un calorimetro
diferencial de barrido de tipo (Mettler Toledo de modelo DSC 3 Star system). La
temperatura para estos estudios fue calibrada utilizando el estandar de referencia de
calibracion del elemento quimico indio (In), que es de 156,60°C. Las muestras se
pesaron con precisién dentro de las cacerolas de aluminio que se usan para este equipo
y fueron selladas herméticamente con sus respectivas tapas de aluminio. Después las
muestras fueron calentadas de 30°C a 300°C con una velocidad de calentamiento de
10°C/min bajo purga constante de nitrogeno seco a 20 mL/min. Se utiliz6 como
referencia/patron una capsula de aluminio vacia y sellada de la misma manera que la
muestra. Todas las muestras analizadas presentaban una cantidad equivalente a 1,82

mg de naproxeno base.

4.3.4.4. Caracteristicas del estudio de velocidad de disolucion:

Los ensayos se realizaron cumpliendo condiciones SINK, para lo cual, empleamos una
cantidad correspondiente de naproxeno base de 18,2mg en cada una de las
formulaciones para evitar que se produzca la saturacién del medio. Las cantidades
totales de las formulaciones fueron las siguientes: NAP Na= 20 mg (equivalente a 18,2
mg de Naproxeno base). NAP= 18,2 mg; A-NAP= 18,2 mg; FP= 18,5 mg; FD-5%= 19,4
mg; FD-10%= 20,3 mg; FD-15%= 21,2 mg; FS-3%= 20,8 mg; FS-6%= 21,4 mg; FS-
10%= 22,1 mg; FS-12%= 22,5 mg; MF= 22,1 mg. Esta cantidad de Naproxeno es debida
a que una cantidad mayor llegaria a la saturacién del ensayo en la velocidad de

disolucién.

El método que se llevd a cabo para realizar los estudios de velocidades de disolucion
fue el del método USP de agitacioén por paletas (tipo 2), con un equipo de disolucién
ERWEKA DT 80 (Heusenstamm, Alemania) con las siguientes caracteristicas: 900 ml

de un medio de disolucién a pH 1,2 (acido clorhidrico 0,1 M), a una velocidad de 50

97



FORMULACION Y CARACTERIZACION

r.p.m. y con una temperatura del medio de 37+0,5°C. Las muestras (5mL) se recogieron
en intervalos de tiempo de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 y 180 minutos y fueron
filtradas a través de un filtro Millipore (Millex-HV, PVDF hidréfilo 0,45 um, Cork, Irlanda).
Para la realizacion del ensayo de velocidad de disoluciéon se adicionaran primero la
muestra de la formulacion, seguida de los 900ml de medio de disolucién previamente

atemperado a 37° C; iniciando en ese momento el ensayo de velocidad de disolucion.

La cantidad de naproxeno disuelto se determind a 270nm con un espectrofotometro (UV-
1700 PharmaSpec Shimadzu, Kyoto, Japon). Para cada formulacién y cada tiempo de

muestra se hicieron ensayos por triplicado con su desviacién estandar correspondiente.
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4.4, RESULTADOS Y DISCUSION:

4.4.1. Caracterizacion SEM:

Tras los ensayos realizados en el microscopio electronico de barrido (SEM), se
obtuvieron multitud de imagenes, de las cuales se han hecho un pequefio resumen de

las mas importantes en la siguiente imagen.

Figura 6. Microfotografias SEM hechas con un aumento de 5000x de las formulaciones mas

caracteristicas: NAP= (A), FP= (B), FD-5%=(C), FD-10%= (D), FS-3%= (E), FS-10%=(F).
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La materia prima, NAP (Fig.7) tiene una forma prismatica con cristales laminares de
forma irregular con tamafos entre 3 y 20 um. Las particulas del naproxeno mostraron
una alta tendencia a la aglomeracion. Esta alta aglomeracion de particulas se suele dar
en sustancias hidrofobicas, produciendo una disminucion del flujo y retrasando la

velocidad de disolucion (Censi, R. et al, 2015; Matji, A. et al, 2017).

Figura 7. Microfotografia a 5000x de la formulacion NAP.

La formulacion polimérica (FP) que contiene naproxeno base y HPMC tiene particulas
de tamafio algo mas grandes y se puede apreciar que tienen una superficie porosa. En
su figura (Fig.8) se observa la existencia de una capa/pelicula delgada entre los cristales
de naproxeno, esta capa se ha producido por a la adicion de HPMC a la formulacion. La
razén por la cual el HPMC se encuentre en la superficie de los cristales de naproxeno
se debe a que las cadenas hidrofilas/hidrofilicas del HPMC favorecen la union de éste
con el naproxeno. La presencia de polimeros hidrofilicos, como en este caso el HPMC
hace disminuir la hidrofobia del naproxeno y por tanto, promueve la interaccion entre el

farmaco y el agua (Maghsoodi, M. et al, 2008; Mishra, B. et al, 2015).
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10um

Figura 8. Microfotografia a 5000X de la formulacidon FP, correspondiente a la figura 6B.

Las formulaciones FD-5% (Fig.9) y FD-10% (Fig.10) contienen ademas de HPMC, un
5% y un 10% de croscarmelosa sédica respectivamente. Estas imagenes muestran
tamanos de cristales semejantes a los anteriores, pero en ellas se aprecia claramente
la presencia de una pelicula entre los cristales de naproxeno. Lo interesante de estas
formulaciones es que la morfologia original del disgregante (croscarmelosa sédica)
desaparecio, es decir, que este disgregante hidrofilico se dispersé homogéneamente en
la pelicula de HPMC. Anteriores estudios revelaron cambios similares en la morfologia
de otros disgregantes en los aglomerados de naproxeno-disgregante (Maghsoodi, M. et

al, 2008).
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10um

Figura 9. Microfotografia a 5000X de la formulacién FD-5%, correspondiente a la figura 6C.

Toam

Figura 10. Microfotografia a 5000X de la formulacion FD-10%, correspondiente a la figura 6D.

Las formulaciones FS-3% (Fig.11) y FS-10% (Fig.12) contienen HPMC, un 10% de
croscarmelosa sédica y ademas un 3y 10% de SDS. Los tamafios y morfologia de los
cristales de naproxeno siguen siendo igual a las formulaciones anteriores, sin embargo,
la adicion de surfactante a la formulacién produce un cambio significativo en la
morfologia de una pelicula hidréfila sobre los cristales de naproxeno. En estas
formulaciones se produce un cambio en la capa superficial, al afiadir el tensioactivo la

pelicula es mas delgada que en las otras formulaciones sin SDS (Fig.9,10). La adicion
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de este tensioactivo produce un aumento de la miscibilidad del disgregante, lo que
facilita que la pelicula de un valor adecuado para cubrir la superficie del cristal (Mishra,
B. et al, 2015). La micrografia SEM (Fig.11,12) muestra sinergismos entre el HPMC y el
SDS. El SDS facilita la humectabilidad y la dispersion de la pelicula de HPMC sobre los

cristales de naproxeno (Silva, S. et al, 2011).

Topm

Figura 12. Microfotografia a 5000X de la formulacion FS-10%, correspondiente a la figura 6F.
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4.4.2. Difraccion por rayos x (XRPD):
Tras los ensayos realizados en el difractor de rayos X, se obtuvieron multitud de
dirfractogramas diferentes, de los cuales se ha hecho un pequefio resumen de los mas

importantes en las siguientes imagenes.
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Figura 13. Representacion de los difractogramas para el naproxeno sédico (NAP Na) y el

naproxeno base materia prima (NAP).

En la figura 13 se compara el naproxeno sédico frente al naproxeno base, al comparar
el NAP base frente al NAP Na en los estudios de rayos X vemos como el NAP presenta
los siguientes picos de difraccién de 6,63; 12,65; 13,35; 18,99; 20,34; 22,47 y 23,80 26u
mientras que el NAP Na presenta sus picos mayoritarios a 12,98; 17,46; 20,62; 22,38 y
26,98 206u. La mayor intensidad que muestran los picos de NAP Na frente a NAP

posiblemente se pueda relacionar con una mayor cristalinidad. Estos cristales de NAP
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Na se deben a la formacion de la sal sédica del naproxeno. (Kumar, S.y Burgess, D.,

2014; Di Martino, P. et al, 2001; Joiris, E. et al, 2008).

Intensity (a.u.)

10 15 20 25 30 3
20/ degrees

h

40 45

Figura 14. Representacion de los difractogramas mas representativos de cada tipo de
formulacién: naproxeno materia prima (NAP), mezcla fisica (MF), naproxeno anhidro (A-NAP),

formulacién polimérica (FP), formulacién disgregante (FD-10%) y formulacién surfactante.

El NAP presentd un patron caracteristicamente cristalino con varios picos con alta
intensidad a los angulos de difraccion de 6,63; 12,65; 13,35; 18,99; 20,34; 22,47 y 23,80
20u. Estos patrones de rayos x fueron similares a los reportados por otros autores
(Maghsoodi, M. et al, 2008). Los patrones de difraccion de rayos x del NAP estan
probablemente relacionados con las estructuras hidratadas con secciones de
carboxilicos/H.O con puentes de hidrogeno, alternando con secciones que contienen
moléculas de naproxeno sin carboxilicos/H.O. Los procesos de deshidratacion
requieren la reorganizacion de secciones de la molécula del naproxeno para su

transformacion a la forma anhidra (Bond, A.D. et al, 2014).
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La forma A-NAP mostr6 &ngulos de difraccion muy similares al patron de NAP, pero con
una marcada disminucion de la intensidad en los angulos de 6,63 y 13,35 26u, y un
incremento en intensidad en los angulos 12,65 y 18,99 26u. Los resultados para estas
formas son similares a otros estudios de naproxeno (Bond, A.D. et al, 2014) y
carbamazepina (Tian, F. et al, 2007), esto es debido a las transformaciones que se dan
de la formas hidratadas-anhidras. Sin embargo, estudios sobre la forma de naproxeno
de sodio han mostrado angulos de difraccion y valores de intensidad diferentes en

comparacion con las formas de materia prima de naproxeno (Censi, R. et al, 2015).

La presencia de polimeros hidréfilos como el HPMC en la mezcla fisica (MF), revela los
patrones caracteristicos de rayos x de la forma anhidra (A-NAP). En general se dieron
valores de intensidad similares para los picos caracteristicos, esto esta relacionado con
una ausencia de naproxeno amorfo en la superficie cristalina. Sin embargo, en la figura
14 se muestra una disminucién significativa en la intensidad en los angulos bajos (6,63
20u), lo que se puede explicar por el efecto plastificante producido por la pelicula de
HPMC sobre la superficie cristalina del naproxeno. Este polimero muestra una
preferencia por el naproxeno en forma anhidra y aumenta la hidrofilia de las particulas
de principio activo sin producir formas amorfas sobre la superficie de los cristales del
naproxeno. Esto puede explicarse por el efecto estabilizador en la cristalinidad de los

polimeros hidréfilos (Bose, S. et al, 2012).

Los patrones de rayos x para la mezcla fisica (MF) son similares a los de NAP. Estos
resultados muestran que bajas proporciones de excipientes con una estructura semi-

cristalina no cambian el pardmetro de cristalinidad del NAP (Maghsoodi, M. et al, 2008).

La adicién de croscarmelosa sédica (FD-10%), no produce cambios en los picos de
difraccién del naproxeno; los valores de intensidad so6lo disminuyen en angulos bajos

(6,63 y 13,35 28u).
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La adicion de SDS a la formulacion surfactante (FS-10%), no produce cambios en los
picos de difraccion del naproxeno; los valores de intensidad sélo disminuyen en angulos

bajos (6,63 y 13,35 20u), similar a lo que pasé con FP o FD-10%.

Diferentes proporciones de SDS (3%, 6% o0 10%) producen disminuciones similares en
los valores de intensidad a 6,63 y 13,35 26u. Se dieron parametros similares para todas
las proporciones de SDS estudiadas. Estos resultados indican la existencia de una
interaccion de la pelicula HPMC-SDS con los cristales de naproxeno. La presencia de
SDS facilita la incorporacion del HPMC en la superficie del naproxeno, pero sin producir
ninglin cambio que indique la presencia de formas amorfas sobre la superficie de los
cristales de naproxeno. El efecto plastificante del surfactante explicaria la mayor
estabilidad en la superficie de los cristales del farmaco cuando se afiaden diferentes

surfactantes a peliculas poliméricas hidréfilas (Kumar, S. y Burgess, D., 2014).
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4.4.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC):
Tras los ensayos realizados en el calorimetro diferencial de barrido (DSC), se obtuvieron
multitud calorimetrias, de las cuales se ha hecho un pequefio resumen de las mas

importantes en la siguiente imagen.
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Figura 15. Calorimetria diferencial de barrido de las formulaciones NAP, FP, FD-10%, MF y FS-

10%.

El NAP muestra un pico endotérmico agudo a 156,92°C, debido a su fusiéon con una
entalpia de fusion 140,54 J/g, correspondiente a su forma cristalina. Estos resultados
son similares a los valores de la forma anhidro (A-NAP) (temperatura de fusion de
157,49°C y entalpia de fusion de 139,8 J/g). Los resultados del DSC muestran valores

similares para ambas formas cristalinas, y también fueron similares a las obtenidas en
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otras publicaciones (Zerrouk, N. et al, 2004; Tiong, N. y Elkordy, A.A., 2009). Los
métodos de difraccién de rayos x fueron mas adecuados para identificar las formas

anhidro y las formas hidratadas en estas formulaciones (Censi, R. et al, 2015).

Las formulaciones FP y FD-10% muestran picos de fusion caracteristicos del naproxeno
a 156,56°C y 155,06°C respectivamente. Estas temperaturas similares indican que no
hubo cambios significativos en la cristalinidad o interaccién entre el farmaco y los
excipientes en estas formulaciones. La forma del pico de la fusién y las entalpias para
la formulacion MF son similares a las de la materia prima, mostrando que no aparecen
en las formas parcialmente amorfas en la superficie de los cristales de naproxeno.
Varios estudios confirman que el uso de bajos porcentajes de polimeros hidréfilos (0,5-
1,5%) (Kumar, S. y Burgess, D., 2014; Mishra, B. et al, 2015) no producen formas
amorfas en la superficie de los cristales de la materia prima. La ausencia de regiones
amorfas en la superficie de los cristales puede ser causada por la baja proporcién de

estos polimeros hidréfilos (Kumar, S. y Burgess, D., 2014).

La formulacién FD-10% muestra una ligera disminucion en la entalpia de fusion del pico
correspondiente al naproxeno, esto se puede deber al efecto de dilucion provocado por
la cantidad de disgregante afadido en la formulacién. Es muy dificil identificar la
presencia de HPMC o del disgregante en los estudios de DSC, ya que estos polimeros
tienen estructuras semicristalinas y al adicionarse en proporciones inferiores al 10%, los
ensayos de DSC no detectan ninguna interaccion en el pico endotérmico del naproxeno.
Otros disgregantes hidréfilos como el glicolato de almidén o el almidén tampoco
mostraron desplazamiento en los picos endotérmicos de los farmacos poco solubles

(Maghsoodi, M. et al, 2008).

Todas las formulaciones con SDS (FS-3%, FS-6%, FS-10% y FS-12%) mostraron una
disminucion en sus temperaturas de fusion. En la figura 15, se observa como la
formulacién FS-10% es la que tiene un pico de fusion menor, en concreto a 150,92°C,

mientras que el més parecido es el de la formulacién MF, a 154,32°C. Esta disminucion
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puede atribuirse a una interaccion del HPMC-SDS con los cristales del naproxeno
durante el proceso de granulacion. En el proceso de auto-asociacion del HPMC-SDS, la
presencia del surfactante tiene un efecto marcado en la unién de las cadenas de HPMC
a los cristales del naproxeno. El SDS disminuye la tension entre una soluciéon acuosa y
las cadenas HPMC. La unién de moléculas de surfactante a polimeros como el HPMC
puede modificar la polaridad del polimero. Las cadenas de HPMC pueden
progresivamente convertir el polimero no idénico en un polielectrolito debido a la carga
de repulsion (Cheow, W.S. et al, 2014). Las peliculas de HPMC asociadas al SDS se

extienden mas ampliamente sobre el cristal de naproxeno que sin él (ver Fig.12).
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4.4.4. Estudios de disolucion:

4.4.4.1. Validacion del método analitico:

Selectividad:

Estudio de especificidad del naproxeno en agua. Se realizd un barrido similar del medio

de disolucién a pH 1,2.

Todas las muestras fueron filtradas y analizadas mediante un barrido
espectrofotométrico entre 200-400nm. Se determind la intensidad maxima del
naproxeno sin interferencia del resto de excipientes. El espectrofotémetro utilizado para

este barrido fue: Shimadzu UV-1700 PharmaSpec UV-VIS Spectrophotometer.

Recta de calibrado:

Para la validacion de los ensayos fue necesario la elaboracion de una recta de calibrado
de naproxeno. Esta recta de calibrado se realiz6 a partir de distintas concentraciones de
naproxeno comprendidas entre 0,0027mg/ml a 0,0271mg/ml. Se prepararon 3
disoluciones madre de 0,271mg/ml utilizando agua como disolvente, esto se realizé
mediante la pesada de 27,1mg en una balanza de precisién y con su posterior disolucién

en un matraz aforado de 100ml con agua.

Con cada una de estas disoluciones madre se realizaron diferentes diluciones: 0,10;
0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70; 0,80; 0,90 y 1,00ml en 10ml de disolvente a pH 1,2
(0,1 M) en cada una de ellas, dando las siguientes concentraciones: 0,0027mg; 0,0054;
0,0083; 0,0108; 0,0136; 0,0163; 0,0190; 0,0217; 0,0244; 0,0271mg/ml. A continuacion,
se mide la absorbancia de cada una de las diluciones preparadas con concentraciones
conocidas. La absorbancia se mide con una longitud de onda de 270nm, esta longitud
de onda se obtuvo a partir de barridos de soluciones de naproxeno realizados en el
ensayo de selectividad, dando como valor de medicién de referencia 270nm. El
espectrofotometro utilizado para la medida de la absorbancia fue: Shimadzu UV-1700

PharmaSpec UV-VIS Spectrophotometer.
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A partir de los valores obtenidos en cada dilucién de las 3 disoluciones madre, se
hicieron 3 rectas de calibrado. Con los valores de estas 3 rectas de calibrado, se hizo

una recta de calibrado final a partir de la media de las 3.

Exactitud y precision de la recta de calibrado:

Exactitud:

Para comprobar la exactitud del método se prepararon 3 disoluciones madre de

concentracion 0,271mg/ml de naproxeno.

De cada disolucion madre se realizaron diluciones como en el proceso anterior para
obtener las siguientes concentraciones teéricas: 0,0108; 0,0136; 0,0163mg/ml. Tras la
elaboracion de las diluciones, estas muestras se analizaron en el espectrofotometro
para verificar que la concentracion de las muestras realizadas es la misma que la

tedrica.

Precision:

Para comprobar la precision del método se realiz6 un estudio de repetibilidad inter-dias
e inter-personas. Para este proceso se realizd el mismo procedimiento explicado en el

apartado de exactitud, en 3 dias distintos y con 3 personas distintas.
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4.4.4.2. Selectividad:
Para determinar la longitud de onda maxima del naproxeno, se realiz6 un barrido
espectrofotométrico de una muestra de naproxeno desde los 200nm hasta los 400nm,

obteniendo los siguientes resultados:

4,000 T T T T
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2,000

0,000 : : L

200,0 300,0 400,0
nm.

Figura 16. Barrido espectrofotométrico de una muestra de naproxeno.

Como podemos observar en la figura, la longitud de onda méas adecuada para la
medicion del naproxeno es de 270nm, dado que a esta longitud de onda no existe
interferencia con el medio de disolucién y a longitudes de onda inferiores (220 nm) se

producen interferencias entre las distintas materias primas utilizadas en este trabajo.

4.4.4.3. Linealidad:

Se realiz6 una recta de calibrado para determinar las concentraciones de naproxeno
dentro del rango de concentraciones que se utilizara en los ensayos de velocidad de
disolucion. Se realiz6 una correlacién entre las concentraciones tedricas obtenidas

mediante diluciones a partir de una muestra patron y sus valores absorbancias.

A partir de los datos de absorbancia y de las concentraciones tedricas de cada uno de
ellos, se pudieron representar las 3 rectas de calibrado correspondientes a cada

disolucién madre, dando lugar a las siguientes gréficas:
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Recta de calibrado 1
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Figura 17. Representacion grafica de las concentraciones de naproxeno mg/mL frente a sus

valores de absorbancia a 270 nm. Disoluciéon madre 1.
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Figura 18. Representacion gréfica de las concentraciones de naproxeno mg/mL frente a sus

valores de absorbancia a 270 nm. Disolucién madre 2.
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Recta de calibrado 3
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Figura 19. Representacion grafica de las concentraciones de naproxeno mg/mL frente a sus

valores de absorbancia a 270 nm. Disolucién madre 3.

A partir de los datos de absorbancia media de las tres soluciones madres y de sus
concentraciones tedricas, podemos representar la recta de calibrado final. Su resultado

se muestra en la siguiente gréfica:

Recta de calibrado final
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Figura 20. Representacion gréfica de las concentraciones de naproxeno mg/mL frente a sus

valores de absorbancia a 270 nm. Recta media de tres soluciones madres diferentes.
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En esta grafica se representa la relacion lineal entre las variables de la concentracion
de naproxeno (X) y de la absorbancia del naproxeno (y). En esta grafica se ha obtenido
la siguiente ecuacion de la recta: y = 18,66x + 0,0046 y, con un rango de
concentraciones entre 2,7 y 27 pg/mL, y con un coeficiente de correlacion (R?) de
0,9993. Al presentar un coeficiente de correlacién superior a 0,999 consideramos la
recta de calibrado adecuada para su utilizacibn en los ensayos de velocidad de

disolucién.

4.4.4.4. Ensayos de Exactitud:
Para conocer la exactitud de los datos obtenidos para la recta de calibrado. Se realizé
un analisis de los datos obtenidos a partir de tres disoluciones madre. El analisis de los

datos se representa en la siguiente tabla:

Tabla 5. Datos obtenidos a partir del ensayo de exactitud.

Conc. Conc. Porcentaje
Muestra obtenida tedrica de error

(mg/ml) (mg/ml) (%)
DM 1 0,0113 0,0108 4.4
DM 2 0,0111 0,0108 2,8
DM 3 0,0117 0,0108 5,3
DM 1 0,0131 0,0136 -3,6
DM 2 0,0142 0,0136 4,2
DM 3 0,0143 0,0136 5,0
DM 1 0,0162 0,0163 -0,9
DM 2 0,0166 0,0163 2,3
DM 3 0,0165 0,0163 1,4
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Tabla 6. Datos obtenidos a partir del ensayo de exactitud.

Conc. Conc. Porcentaje
Muestra obtenida tedrica de error

(mg/ml) (mg/ml) (%)
DM 1 0,0113 0,0108 4.4
DM 2 0,0111 0,0108 2,8
DM 3 0,0117 0,0108 53
DM 1 0,0131 0,0136 -3,6
DM 2 0,0142 0,0136 4,2
DM 3 0,0143 0,0136 5,0
DM 1 0,0162 0,0163 -0,9
DM 2 0,0166 0,0163 2,3
DM 3 0,0165 0,0163 1,4

Los resultados de la tabla nos muestran los porcentajes de error calculados a partir de
las concentraciones reales frente a las concentraciones tedricas de cada una de las
muestras. Para los métodos de analisis segun la ICH Q2 (2005), se considera que este
porcentaje de error no debe ser superior a un 5%. Como se observa en esta tabla sélo
existe un valor con error mayor del 5%, posiblemente atribuido a un error de preparacion

del analista.

4.4.4.5. Ensayos de precision:
Para los ensayos de precision se realizaron una serie de estudios de repetibilidad con
tres soluciones madre. El estudio de repetibilidad se realiz6 en tres dias distintos y por

tres personas diferentes, obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla 7. Datos del ensayo de repetibilidad. Resultados de la solucién madre 1.

Diluciéon (ml/ml) Muestra Conc. obtenida

(mg/ml)

Dia 1; Individuo 1 0,0113

0,4/10 Dia 2; Individuo 2 0,0112
Dia 3; Individuo 3 0,0114

Dia 1; Individuo 1 0,0135

0,5/10 Dia 2; Individuo 2 0,0129
Dia 3; Individuo 3 0,0130

Dia 1; Individuo 1 0,0162

0,6/10 Dia 2; Individuo 2 0,0164
Dia 3; Individuo 3 0,0159

A partir de los datos obtenidos en la tabla podemos calcular la media y el coeficiente de

variacion de cada una de las diluciones. Obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 8. Media y coeficiente de variacion del ensayo de repetibilidad de la disolucion madre 1.

Dilucion Media Coef.
(ml/ml) (mg/ml) Variacion
0,4/10 0,0113 0,8849
0,5/10 0,0131 2,4476
0,6/10 0,0161 1,5567
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Tabla 9. Datos del ensayo de repetibilidad. Resultados de la solucion madre 2.

Diluciéon (ml/ml) Muestra Conc. obtenida

(mg/ml)

Dia 1; Individuo 1 0,0112

0,4/10 Dia 2; Individuo 2 0,0110

Dia 3; Individuo 3 0,0112

Dia 1; Individuo 1 0,0143

0,5/10 Dia 2; Individuo 2 0,0141

Dia 3; Individuo 3 0,0142

Dia 1; Individuo 1 0,0166

0,6/10 Dia 2; Individuo 2 0,0169

Dia 3; Individuo 3 0,0165

A partir de los datos obtenidos en la tabla podemos calcular la media y el coeficiente de

variacion de cada una de las diluciones. Obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 10. Media y coeficiente de variacion del ensayo de repetibilidad de la disolucion madre 2.

Dilucién Media (mg/ml) Coef.
(ml/ml) Variacion
0,4/10 0,0111 1,0371
0,5/10 0,0142 0,7042
0,6/10 0,0166 1,2489
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Tabla 11. Datos del ensayo de repetibilidad. Resultados de la solucién madre 3.

Dilucion (ml/ml) Muestra Conc. obtenida

(mg/ml)

Dia 1; Individuo 1 0,0119

0,4/10 Dia 2; Individuo 2 0,0118
Dia 3; Individuo 3 0,0116

Dia 1; Individuo 1 0,0143

0,5/10 Dia 2; Individuo 2 0,0142
Dia 3; Individuo 3 0,0144

Dia 1; Individuo 1 0,0167

0,6/10 Dia 2; Individuo 2 0,0164
Dia 3; Individuo 3 0,0164

A partir de los datos obtenidos en la tabla anterior podemos calcular la media y el
coeficiente de variacion de cada una de las diluciones. Obteniendo los siguientes

resultados:

Tabla 12. Media y coeficiente de variacion del ensayo de repetibilidad de la disolucion madre 3.

Dilucion Media Coef.
(ml/ml) (mg/ml) Variacién
0,4/10 0,0117 1,2981
0,5/10 0,0143 0,6993
0,6/10 0,0165 1,0497
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4.4.4.6. Sensibilidad:
Limite de deteccién. De acuerdo con la relacién de sefial ruido que presenta nuestro

método de andlisis a continuacion se determina su limite de deteccidn:

3*U.A. 0,002

Conc (ug/ml) 18,66

Lim. Detecciéon = 0,322 pg/ml

Limite de cuantificacién. De acuerdo con la relacién de sefial ruido que presenta nuestro

método de analisis, a continuacion, se determina su limite de cuantificacion:

10 *U.A. 0,002

Conc (pg/ml) 18,66

Lim. Cuantificacion = 1,072 pg/ml

En base a estos resultados confirmamos que el método analitico a 270nm muestra ser
el adecuado, presentando una buena selectividad, una adecuada linealidad, exactitud y
repetibilidad en el rango de concentraciones establecido de 2,7 — 27 pg/ml.
Estableciendo un limite de deteccién de 0,322 ug/ml y un limite de cuantificaciéon de

1,072 pg/ml.

En base a estos ensayos y segln las guias de validacion de métodos analiticos,
podemos utilizar este método de validaciébn bajo aplicando ICH Q2 (R1) (ICH

Harmonized Tripartite Guideline, 2005).

4.4.4.7. Resultados ensayos velocidad disolucién:

A través de los estudios de velocidad de disolucién de las distintas formulaciones, se
realizaron las diferentes graficas donde se mostraron los diferentes perfiles de
disolucioén, dividiéndose principalmente en formulaciones sin tensioactivos y con

tensioactivos. Todas las formulaciones se hicieron por triplicado y tienen su desviacion

121



FORMULACION Y CARACTERIZACION

estandar correspondiente. En los datos de la grafica se encuentran los % de naproxeno

liberado a cada tiempo del estudio.
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Figura 21. Velocidad de disolucién para las formulaciones de: NAP, A-NAP, FP, FD-5%, FD-

10% y FD-15%.

Lo primero que se observa es una gran diferencia en los perfiles de disolucion entre 2
grupos, los que contienen excipientes con los que no. Las dos formulaciones que no
tienen excipientes, NAP y A-NAP presentan valores significativamente mas bajos de
disolucién que el resto. La formulacién de NAP muestra unos valores de 12,99 + 1,83%
y de 33,78+ 0,55% durante los 10 y 30 minutos que son muy semejantes a los valores
de la formulacion A-NAP. Estos valores nos indican que ambos tienen unos perfiles de
disolucién bajos. El hecho de que no haya diferencias significativas entre la forma
anhidra y la hidratada podria explicarse por la fuerte hidrofobia observada en la
superficie del cristal de naproxeno. Otras materias primas similares al naproxeno, con
anillos de benceno hidrofébicos y grupos metilo y carbonilo contribuyen a aumentar la
hidrofobia. La hidrofobia y el pequefio tamafio de las particulas de naproxeno favorecen
la aglomeracion, obstaculizan la humectabilidad y retrasan la disolucion (Li, H. et al,

2015).

122



Desarrollo de nuevas formulaciones de Naproxeno

A diferencia de las formulaciones sin excipientes, las dispersiones sdlidas tienen un
perfil de disolucién mayor. La formulacién polimérica con HPMC (FP) tuvo un perfil de
disolucién mucho mayor que las formulaciones sin HPMC, la formulacién (FP) aument6
al 33,07 + 0,33% a los 10 min (P < 0,05) y al 51,62 + 0,72% a los 30 min (P < 0,05). Por
tanto, practicamente duplicé el % de naproxeno liberado con respecto a las
formulaciones sin excipientes. Posiblemente, durante el proceso de granulacion, el
polimero hidréfilo HPMC se posiciona en la superficie anhidra de los cristales de
naproxeno, lo que mejora su interaccion con el medio acuoso. Los resultados de la
difraccion de rayos X (Fig.14) indicaron que la cristalinidad del naproxeno cambi6é como
resultado de la interaccién del HPMC en la superficie de los cristales de naproxeno.
Estos resultados de la difraccion de rayos X se corroboraron con los obtenidos en los
estudios de velocidad de disolucién. Ademds, varios trabajos han demostrado
interacciones similares entre diferentes polimeros hidréfilos con materias primas poco

solubles (Zerrouk, N. et al, 2004; Li, H. et al, 2015; Mishra, B. et al, 2015).

La adicion de distintas proporciones del disgregante croscarmelosa sédica a la
formulacién de naproxeno (FD-5%, FD-10% y FD-15%), produjo un aumento en la
disolucién en comparacion con las formulaciones que no tenian excipientes y ademas
también aument6 con respecto a la formulacion polimérica que contenia solo HPMC.
Los disgregantes hidrofilicos, en este caso la (croscarmelosa sddica) produjo un
aumento del carécter hidréfilo en la superficie del naproxeno y por tanto, hizo que la
velocidad de disolucion aumentara. Este efecto se puede comprobar al comparar los
datos obtenidos ente la formulacion FP y las FD-5%, FD-10% y FD-15%. El % de
disolucién a los 30 min aumentd de 51,62 + 0,72% en la formulacion (FP) a 57,78 +
0,49% (FD-5%) y 60,76 + 1,21% (FD-10%). Estos datos confirmaron que si que existen
diferencias significativas entre las formulaciones que contienen croscarmelosa sédica
(FD-5%, FD-10% y FD-15%) y la formulacion con HPMC sin disgregante (FP). Sin

embargo, hay que destacar que se observaron porcentajes de disolucion similares entre
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las formulaciones con croscarmelosa al 10% (FD-10%) y al 15% (FD-15%) (ver Fig.21).
Estos datos permiten considerar que la adicion del 10% de disgregante fue suficiente
para permitir la maxima interaccién entre la superficie del principio activo y el agua

(Maghsoodi, M. et al, 2008).

En la siguiente gréfica se representan las diferentes velocidades de disolucion de las
formulaciones que contiene tensioactivo, ademas de la de referencia y la formulacion

disgregante que presenta mejores perfiles de disolucion.
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Figura 22. Velocidad de disolucién para las formulaciones de: NAP, NAP Na, FD-10%, FS-3%,

FS-6%, FS-10% y FS-12%.

La formulacién que tiene SDS en menor proporcion (FS-3%) nos dio valores de
disolucién similares al de las formulaciones sin tensioactivo (FD-10%). Sin embargo,
una proporcion de SDS del 6% fue suficiente para producir un HPMC mas delgado entre
las superficies de los cristales de naproxeno, y por tanto, mejorar los valores de
disolucién. La baja proporcién de SDS en la formulacion del FS-3% no pudo reducir la
tension superficial en la capa de agua de HPMC alrededor de las particulas de

naproxeno y por ese motivo no mejoro los valores de disolucion.
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Las formulaciones de FS-6% y FS-10% mostraron perfiles de disolucién mas altos en
los primeros 30 minutos de disolucién. A los 30 min, los porcentajes de disolucién de
naproxeno para FS-6% fueron de 72,19 = 0,97% y de 77,99 + 0,90% para FS-10%. La
adicién de SDS a las formulaciones obliga a que la parte hidrofilica del HPMC aumente
su contacto con la superficie del cristal del naproxeno. Este hecho se puede comprobar
en las imagenes de SEM (Fig.11,12) de las formulaciones que contienen HPMC y SDS,
en donde se ve la creacion de una pelicula delgada como resultado de la interaccion
entre el polimero (HPMC) y el tensioactivo (SDS). Ademas, el SDS al 10% mostro una
sinergia SDS-HPMC en los estudios DSC (Fig.15). Se comprueba que los resultados
que habiamos obtenido en las diferentes pruebas de caracterizacion con la formulacion
FS-10% se corroboran con una mejora en la velocidad de disolucién. Probablemente, la
presencia del surfactante reduce la tension superficial de las cadenas del polimero
hidrofilico HPMC, y su caracter ibnico promueve el caracter polielectrolitico de las
cadenas HPMC. Esta sinergia de HPMC-SDS mejora la humectabilidad de los cristales
de naproxeno (Tiong, N. y Elkordy, A.A., 2009). Sin embargo, la formulacién con SDS al
12% no aumenté la velocidad de disolucion en comparacion con la formulacion FS-10%
(P> 0.05). Estos resultados nos indican que la mejora en la velocidad de disolucién con
la incorporacion de SDS se da con una adicibn maxima de alrededor del 10% de SDS;
y que agregando mas surfactante no se mejora la humectacion de las particulas de

naproxeno dispersas en el medio de disolucion.

En la figura 22 también se representa el perfil de disolucién del NAP Na materia prima,
el cual presenta en tiempos cortos (30 min), un perfil de disolucién intermedio. Los datos
del NAP Na presentan mucha mayor variabilidad en los porcentajes de disolucion del
farmaco en comparacion con las formulaciones de SDS. Esta gran variabilidad “in vitro”
para NAP Na podria explicar la mayor variabilidad entre sujetos observada para Tmax €n
diferentes estudios farmacocinéticos de naproxeno sodico en humanos (Choi, H.G. et

al, 2015).
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Se comparo las formulaciones FS-10% y NAP Na 'y se observé una mejora significativa
(P <0.05) en las formulaciones con surfactante comparadas con las formulaciones que
utilizan la sal sodica del naproxeno. Asi los porcentajes a los 30 minutos para el NAP

Nay FS-10% fueron de (61,54+4.59% y 77.99+ 0,90% respectivamente).
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4.5. DISCUSION FINAL:
La adicion de diferentes excipientes ha hecho que se mejoren las caracteristicas del

naproxeno base materia prima.

Los diferentes métodos utilizados para la caracterizacion de las férmulas: microscopia
electronica de barrido, difraccién de rayos X y calorimetria diferencial de barrido han
sido imprescindible para conocer las propiedades de las formulaciones y los cambios
que iban experimentando éstas al cambiar los excipientes y sus proporciones. Estas
pruebas de caracterizacion ayudaron a entender y seleccionar las mejores
formulaciones. Ademas, durante el desarrollo de esta tesis doctoral, colaboré en otros
estudios que me ayudaron a comprender y utilizar mejor las diferentes técnicas para la

caracterizacion y el desarrollo de ensayos “in vitro” (Benavent, C. et al, 2019).

La realizacion de estudios con cantidades crecientes de cada excipiente permitio
seleccionar la cantidad de HPMC, croscarmelosa sédica y SDS mas adecuada para
aumentar la disolucion del naproxeno. La incorporacion de cada uno de estos
excipientes en un determinado porcentaje mejoré la velocidad de disolucién del

naproxeno.

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos de velocidad de disolucion han
permitido seleccionar la mejor formulacién (FS-10%). El mayor perfil de disolucion de la
formulaciéon de FS-10% y su baja variabilidad podria explicarse por la presencia de
interacciones poliméricas de HPMC-SDS que evitan la aglomeracion hidrofébica de los
cristales de naproxeno. Estos resultados de la formulacion FS-10% permiten mejorar
distintas caracteristicas de la formulacién, como el aumento del area de contacto sobre
la superficie y su humectabilidad. Los estudios de velocidad de disolucion han sido muy
Utiles para conocer los porcentajes de disgregante y surfactante para obtener

concentraciones mas elevadas de principio activo al comienzo de la disolucion.
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En estos estudios, la formulacién FS-10% es una buena candidata para un rapido inicio
del efecto terapéutico con baja variabilidad, caracteristica particularmente importante en

los ataques agudos de migrafia.

A la vista de estos estudios se selecciona la formulacion FS-10%, para sus posteriores
estudios en animales. Con esta finalidad, a continuacién, se procede al desarrollo y
validacién de un método analitico, a través del cual se pueda cuantificar la concentracién

de naproxeno en diferentes muestras bioldgicas.

Por dltimo, destacar que los estudios de esta parte de la experimentacién, junto con
otros de la parte experimental 3, dieron como resultado una publicacién internacional.

(Ver Anexo ).
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V. PARTE EXPERIMENTAL 2: DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA EL
ANALISIS DE NAPROXENO EN MUESTRAS BIOLOGICAS.

5.1. INTRODUCCION:
Una vez se desarrollaron varias formulaciones de naproxeno y tras sus respectivas
caracterizaciones y pruebas de velocidad de disolucién, se concluy6 cual de ellas era la

mejor de todas, en este caso la formulacién FS-10%.

Esta formulacion tiene buenas caracteristicas y buen perfil de disolucion “in vitro”, por
tanto, el siguiente paso en la investigacion sera probar esa misma formulacion “in vivo”
para tratar los ataques agudos de migrafia. Para estos estudios “in vivo”, se realizaran
analisis de diferentes muestras bioldgicas (plasma, cerebro, suero...) y para eso, lo

primero sera desarrollar un método analitico reproducible, rapido y fiable.

Para la realizacion de los estudios “in vivo” se estimd que habia que analizar tanto el
plasma como el cerebro de los animales; por tanto, el método analitico a desarrollar
tiene que ser muy preciso, ya que las concentraciones de naproxeno en cerebro son

muy bajas.

Existen varios métodos para determinar el naproxeno en muestras de plasma (Yilmaz,
B. et al, 2014; Tiong, N. y Elkordy, A.A., 2009; Della Rocca, G. et al, 2014; Sakaguchi,
Y. et al, 2011; Rezk, M.R. et al, 2014) y tejido cerebral (Ruiz-Angel, M.J. et al, 2010). El
empleo de la fluorescencia nativa del naproxeno puede utilizarse para cuantificar un
rango bajo de concentraciones, adecuada para determinar las concentraciones de
naproxeno en el cerebro. La fluorescencia nativa de muchas materias primas ademas
se aumenta mediante el uso de micelas de diferentes surfactantes (catidnicos, no
ibnicos e ionicos) (Silva, R.A. et al, 2008). Hay estudios que muestran que estos
sistemas micelares o submicelares mejoran la intensidad de los compuestos de débil

fluorescencia, como es el caso del naproxeno.

Por ese motivo, un método HPLC submicelar con monémeros de surfactantes en la fase

moévil, producira el recubrimiento de tensioactivos en la fase estacionaria (Ruiz-AngeI,
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M.J. et al, 2009; Belal, F. et al, 2018). Este método puede ser adecuado para este
proceso, ya que podria aumentar la intensidad de la fluorescencia del naproxeno (Silva,
R.A. et al, 2008). Se sabe ademas que en presencia de 260% de acetonitrilo en la fase
movil, la absorcion parcial del tensioactivo no se produce (Ruiz-Angel, M.J. et al, 2010;
Ortiz-Bolsico, C. et al, 2015). En cambio, con proporciones de acetonitrilo entre 40 y
60%, este método podria tener ventajas en términos de eficiencia, forma del pico,
selectividad y tiempo de analisis frente a otros métodos como el de la fase invertida (RP-

HPLC) (Hadjmohammadi, M. R. y Nazari, S.J.S.S., 2013).

Las concentraciones que se daran en las muestras de cerebro seran bajas, por ese
motivo debemos de intentar obtener los niveles de respuesta mas altos posibles.
Conocemos gue con tensioactivos anidnicos como el SDS (Yilmaz, B. et al, 2014; Zidan,
D.W. et al, 2018; Eid, M. et al, 2017; Petr, J., 2017) y sistemas micelares con
surfactantes no iénicos como el Tween 80 (T 80) (Mohamed, A.l. et al, 2016) o
Cremophor RH 40 (RH 40) (Zidan, D.W. et al, 2018; Tiong, N. y Elkordy, A.A., 2009), se
mejora la solubilidad de farmacos poco solubles. Por tanto, aprovecharemos el
desarrollo de este método analitico para probar nuestra formulacion (FS-10%) y ademas
probar otras 2 formulaciones en iguales proporciones que la elegida, pero con Tween
80y Cremophor RH 40. Con este procedimiento evaluamos distintos sistemas micelares

con diferentes surfactantes frente a nuestra formulacién FS-10%.

Por todos estos motivos, se decidié desarrollar un método HPLC submicelar con
deteccién por fluorescencia para la cuantificacién de naproxeno en muestras biol6gicas
validado por las directrices de la ICH; y ademas aplicar este método de andlisis para
terminar de seleccionar un sistema micelar (Tween, Cremophor o SDS) que nos permita

obtener las concentraciones mas altas de naproxeno en cerebro.
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5.2. MATERIALES:

5.2.1. Productos y reactivos:

En estos estudios se utilizaran los siguientes productos y reactivos:

Naproxeno de Zhejiang Charioteer Pharmaceutical Co., Ltd. (Zhejiang, China).
Donado por HC Clover.

Croscarmelosa sodica producida por FMC (Philadelphia, USA).
Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) de (Methocel E15LV) (Dow Chemical),

Lauril sulfato sédico (SDS) obtenido por Sigma (Copenhagen, Denmark).
Tween® 80 (T 80), Cremophor® RH 40 (RH 40), de Sigma® (Munich, Germany).
Tramadol de laboratorios Normon® (Tres cantos, Madrid, Spain).
Carboximetilcelulosa (CMC 1000) obtenida por Sigma (Copenhagen, Denmark).
Acido acético glacial para HPLC (purity >99.8%) de Panreac® (Barcelona,
Spain).

Acetonitrilo grado HPLC por Scharlau® (Barcelona, Spain).

Agua obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q (Billerica, USA).

Filtros Millipore® HVLP 45 pm filter (Millipore Iberica, Madrid, Spain).

Todos los reactivos y quimicos utilizados tenian grado analitico.

5.2.2. Animales:

24 ratones adultos machos de la especie BALB/c.

5.2.3. Aparatos y equipos de laboratorio:

Tamices de diferentes diametros.
Estufa Memmert.

Congelador

Material de vidrio.

Pequefio aparataje de laboratorio.

Agitador Vortex.

137



DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO

e Agitador magnético-calefactor RCT basic. lka Labortechnik (Germany).

¢ Morteros de agata.

e Balanza Mettler AG 104. Mettler-Toledo GmbH (Schwerzenbach).

e Balanza Microanalitica Sartorius M5P Serie 30303388.

e Purificador de agua Milli-Q Millipore.

e HPLC Agilent® 1100 equipado con un detector de fluorescencia Agilent®
G1321A (Agilent Technologies, Madrid, Spain) multi-longitud de onda A.

e Columna Zorbax® SB C-8 250 x 4,6 mm, 5 um. (Agilent Technologies, Madrid,
Spain).

e Centrifuga (Hettich Universal 32, Tuttlingen, Germany).

o Concentrador de muestras Savant® SpeedVac Concentrator. (Holbrook, USA).

5.2.4. Tratamiento de los datos:

Statgraphics plus 5.1 (Statpoint Technologies Inc, VA USA).
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5.3. METODOS:

5.3.1. Estudios de solubilidad en Fases moéviles submicelares:

Para conocer la solubilidad, se colocan cantidades elevadas de naproxeno dentro de
viales con 5 mL de solucion de las diferentes fases maviles submicelares (SDS, Tween
y Cremophor). Los frascos se sellan y se almacenan a una temperatura constante
(25°C), y se someten a agitacion durante 24 h hasta que el equilibrio es evidente.
Después de las 24h, las suspensiones se centrifugan a 15 000 rpm durante 15 min. Una
vez centrifugadas, las muestras se diluyen con acetonitrilo y se analizan por metodologia
HPLC para poder conocer las respectivas concentraciones de naproxeno. Con este
estudio se puede saber cual de los 3 sistemas micelares es mas afin al naproxeno, es
decir, en cual hay mejor solubilidad. Se realizan estudios estadisticos comparativos
entre las concentraciones de naproxeno por la prueba t de student y se consideran

valores significativos aquellos en los que p < 0,05.

5.3.2. Condiciones cromatograficas:

El equipo utilizado para llevar a cabo la metodologia fue un sistema de cromatografia
liquida Agilent® 1100 (Madrid, Espafia) equipado con un detector de sefial fluorescente
Agilent® G1321A multi-longitud de onda A. Este equipo se utiliz6 para el andlisis de
HPLC de las muestras biolégicas. La longitud de onda de excitacién del detector de
fluorescencia se fij6é a 280 nmy las longitudes de onda de emision se fijaron en 310 nm
(estandar interno) y 360 nm (naproxeno), respectivamente. La columna que se utilizd
para los procesos de separacion fue una columna Zorbax® SB-C8 (Agilent
Technologies, Madrid, Espana) 250 x 4,6 mm, 5 um. Las fases mdviles estudiadas
consisten en tres soluciones diferentes con 2% de &cido acético y proporciones de
acetonitrilo/agua (40:60, 50:50 y 60:40, v/v). Asi, el estudio submicelar comprende un
total de 9 fases moviles. Esto se debe a las 3 proporciones variables de la fase movil y
alos 3 tipos de tensioactivo. Estos tensioactivos tuvieron unas concentraciones de 0,007

M SDS, 0,0008 M RH 40y 0,0015 M T 80, que se obtuvieron pesando el 0,2% (p/v) de
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cada tensioactivo y disolviendo en solucién acuosa (2% acido acético). El analisis de las
muestras se realizd con un flujo de 1,0 mL/min durante un tiempo total de 10 min. Una
vez completado el andlisis, el sistema cromatogréafico fue lavado usando un gradiente

lineal de 2% de acido acético/ACN.

5.3.3. Validacién del método:

Linealidad, limite de deteccion y limite de cuantificaciébn. Las soluciones madre de
naproxeno se prepararon disolviendo en una cantidad de metanol para obtener una
concentracion final de 0,2 mg/mL. Esta ser& la solucién patron a partir de la cual se

desarrolla las rectas de calibrado.

Las muestras de calibracién se prepararon de manera diferente dependiendo del tipo de
muestra bioldgica, plasma o cerebro, ya que las concentraciones que se van a obtener
son diferentes. Para plasma se hizo una recta de 8 puntos con concentraciones que
fueron desde 2,7 a 16,3 pg/mL y para las de cerebro también se hizo una recta de 8
puntos con concentraciones desde 0,21 a 2,38 pg/g. Todas estas muestras se
prepararon mediante la adicion a muestras de plasma y cerebro de ratén sin principio

activo, con la cantidad apropiada de naproxeno.

Todos los estandares de calibracion (puntos de la recta) se prepararon afiadiendo 100
ML de la mezcla de solucién de trabajo estandar en los que se encuentra el naproxeno
correspondiente para cada muestra, 450 uL de acetonitrilo y 100 pL de muestra de
plasma o cerebro de ratdén blanco (sin farmaco). Una vez mezcladas, se filtraron a través
de filtros 45 pym Millipore® HVLP filter (Millipore Iberica, Madrid) y se inyectaron en el

HPLC para su analisis.

Las muestras de CC (control de calidad) se prepararon afiadiendo 100,0 yL de mezcla
de solucion de trabajo estandar en los que esta el naproxeno, a 100,0 yL de plasmay
cerebro (sin principio activo). Estos controles de calidad (CC) se hicieron a tres

concentraciones diferentes (control de calidad bajo, medio y alto). Para el plasma las
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concentraciones fueron (9,23; 12,30 y 15,37 pg/mL), y otras tres concentraciones
diferentes para cerebro (0,54; 0,72 y 0,90 ug/g). Las muestras de (CC) se mezclaron

con 450 pL de acetonitrilo para verificar la integridad del método.

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad (dentro de un rango dado)
para obtener resultados que son directamente proporcionales a la concentracion de
analito en la muestra. La linealidad del ensayo bioanalitico para los compuestos del
ensayo, se evalud a través de una recta de calibracion de ocho puntos con plasma o
cerebro, preparados y ensayados en 3 dias consecutivos. Se realiz6 un analisis de
regresion con un factor de ponderacion de 1/x? para evaluar la linealidad y generar las
ecuaciones de calibracion estandar. Se determinaron el limite de deteccién (LD) mas
bajo y el limite de cuantificacién (LC) mas bajo aplicando ICH Q2 (R1) (ICH Harmonized
Tripartite Guideline, 2005), que puede ser cuantitativamente determinado con una

precision del 15% (Martins, S.M. et al, 2012).

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece, mediante
estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefo del método cumplen con
los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas. El objetivo de la validacion de
este procedimiento analitico es poder demostrar que es apto para el proposito que
buscamos. Las caracteristicas analiticas tipicas en la validacién son: linealidad,

especificidad, limite de deteccion, limite cuantificacion, precisién y exactitud.

5.3.4. Especificidad:
La especificidad del ensayo fue investigada mediante el analisis de muestras controles
de seis lotes independientes de plasma y cerebro, siguiendo las directrices de la ICH

Q2 (R1) (ICH Harmonized Tripartite Guideline, 2005).
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5.3.5. Estandar interno:

El uso del estdndar interno (El) se hizo para evitar y detectar posibles errores en el
analisis del naproxeno. El estandar interno es una sustancia que se afiade a todas las
muestras y estadndares, en una cantidad conocida, y que ademas tiene que tener
cantidad suficiente para poder ser determinado sin producir ningun tipo de interferencia

en el analisis.

En este estudio se probaron diferentes principios activos como el ibuprofeno, atenolol o
tramadol, pero se decidié usar como estandar interno el Tramadol, ya que la sefial de
emisién es comparable a la del naproxeno, pero ocurre a diferente longitud de onda, por
lo que se pueden analizar ambos farmacos sin problemas de interferencias espectrales.
Al llevar a cabo el andlisis de la muestra, se determina simultdneamente la lectura de

emision del naproxeno y del tramadol.

En todas las muestras, tanto cerebrales como plasmaticas se afiadié una concentracion

constante de tramadol, esta concentracion fue 1 ug/ml.

5.3.6. Exactitud y precision:

La exactitud y la precision intra-lote se determinaron mediante el analisis de seis réplicas
de muestras de control de calidad (CC) a tres concentraciones diferentes para el plasma
(9,23; 12,30y 15,37 ug/mL), y otras tres concentraciones diferentes para cerebro (0,54;
0,72 y 0,90 ug/g). Estos analisis si hicieron durante 3 dias consecutivos. La exactitud
intra- e inter-dias fue expresada con su error relativo (ER) mientras que la precisiéon
intra- e inter-dias fue expresada con su desviacion estandar relativa (DER) (ICH

Harmonized Tripartite Guideline, 2005).

5.3.7. Recuperacion:
La recuperacion se calcul6 comparando la concentracion obtenida de la inyeccion
directa en la fase moévil de una soluciéon de principio activo con una concentracién

conocida (100%); frente a la concentracion que dio una muestra de plasma o cerebro
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con la misma concentracion de principio activo. El porcentaje de recuperacion se
determiné comparando las concentraciones que dieron tres muestras de control de
calidad CC (9,23; 12,30 y 15,37 ug/mL) para muestras de plasmay (0,54; 0,72 y 0,90
Mg/g) para muestras de cerebro, con los estandares extraidos que contenian la misma

cantidad de principio activo.

5.3.8. Parte “in vivo”:

5.3.8.1. Formulaciones de agentes tensioactivos para estudios "in vivo":
Para la preparacién de las formulaciones con agentes tensioactivos para los estudios
“in vivo”, lo que se hizo fue seguir el método de elaboracion utilizado en la primera parte

de la experimentacion.

En la siguiente tabla se pueden ver las formulaciones creadas con su respectivo nombre

y las proporciones de cada excipiente.

Tabla 13. Composicién de las formulaciones utilizadas en los ensayos.

Caddigo Naproxeno HPMC Croscarmelosa SDS Cremophor Tween
formulacion (%) sodica (%) (%) RH 40 (%) 80 (%)
NAP-MP 100mg 0 0 0

NAP:SDS 100mg 1,5 10 10 0 0
NAP:RH 40 100mg 1,5 10 0 10 0
NAP:T 80 100mg 1,5 10 0 0 10

Hay que tener en cuenta que los % de los excipientes son con respecto al naproxeno y
no al % total en la formulacion. Por ejemplo, para la formulacion NAP:SDS, por cada
100mg de naproxeno habra 1,5mg de HPMC, 10mg de croscarmelosa sédica y 10mg

de SDS.
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Formulacion NAP-MP:

El naproxeno base materia prima (NAP-MP) no tiene ningun excipiente y lo Unico que
se hizo para la obtencién de esta formula fue tamizar 750mg de naproxeno base a través
de un tamiz de 0,840 mm y desechar las particulas que pasan por un segundo-tamiz de
luz 0,297mm, trabajando sélo con la fraccién de naproxeno entre 0,840-0,297mm. El

producto resultante se guardé para los diferentes ensayos.

Formulacion NAP:SDS:

La formulacion NAP:SDS es la misma que en la parte experimental 1 llamamos férmula
tensioactiva o formulacion surfactante (FS-10%). Esta formulacién va a contener 1,5%
de aglutinante (HPMC), 10% de disgregante (croscarmelosa sddica) y un 10% de
tensioactivo (SDS). El lauril sulfato sédico (SDS) se va a incorporar a la formulacién en
la solucién aglutinante, es decir, se va a afadir 75mg de SDS a una solucién acuosa
que contiene un 2% de HPMC (p/v) que se somete a agitacion durante 24 h. El
procedimiento a seguir fue por granulacién humeda, la cual se realizé mezclando 750
mg de naproxeno con 75 mg del disgregante, y luego se agregé 560 microlitros de la
solucién aglutinante que contenia tanto HPMC como SDS. Después de mezclarlo, la
masa humeda fue tamizada a través de un tamiz de 0,840 mm y los granulos se secaron
en estufa a 60°C durante 48 h. El producto final fue tamizado para aislar la fraccion de

0,840-0,297 mm como las formulaciones anteriores.

Formulacién NAP:RH 40:

La formulacion tensioactiva o formulacion surfactante NAP:RH 40 va a contener ademas
del 1,5% de aglutinante (HPMC) y 10% de disgregante (croscarmelosa sédica) un 10%
de tensioactivo, que en este caso es el cremophor RH 40. Este tensioactivo se va a
incorporar a la formulacion a través de la solucion aglutinante, es decir se va a afiadir
75mg de cremophor RH 40 (previamente calentado*) a una solucion acuosa que

contiene un 2% de HPMC (p/v) y que se agita. Al igual que la anterior formulacion, se
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hace por granulacion humeda, mezclando 750 mg de naproxeno con 75 mg del
disgregante, y luego se agrego6 la solucién aglutinante que contenia tanto HPMC como
cremophor RH 40. Después de mezclarlo, la masa hiumeda fue tamizada a través de un
tamiz de 0,840 mmy los granulos se secaron en estufa a 60°C durante 48 h. El producto
final fue tamizado para aislar la fraccién de 0,840-0,297 mm como las formulaciones

anteriores.

Formulacién NAP:T 80:

La formulacién tensioactiva o formulacion surfactante NAP:T 80 va a contener ademas
del 1,5% de aglutinante (HPMC) y 10% de disgregante (croscarmelosa) un 10% de
tensioactivo, que en este caso es el Tween 80. Este tensioactivo se va a incorporar a la
formulacion a través de la solucién aglutinante, es decir se va a afadir 75mg de tween
(previamente calentado*) a una solucién acuosa que contiene un 2% de HPMC (p/v) y
que se agita. Al igual que las anteriores formulaciones, se hace por granulacion hiimeda,
mezclando 750 mg de naproxeno con 75 mg del disgregante, y luego se agrego la
solucion aglutinante que contenia tanto HPMC como tween 80. Después de mezclarlo
la masa humeda fue tamizada a través de un tamiz de 0,840 mm y los granulos se
secaron en estufa a 60°C durante 48 h. El producto final fue tamizado para aislar la

fraccion de 0,840-0,297 mm como las formulaciones anteriores.

*Para las formulaciones en las que estén presentes el tween 80 o el cremophor 40, estos
tensioactivos deberan ser tratados previamente (fusibn a bafio maria), ya que, a
temperatura ambiente se encuentran en estado sélido y no pueden incorporarse

homogéneamente a la formulacion.

5.3.8.2. Preparaciones de muestras de plasma y cerebro:
Para poder llevar a cabo los estudios “in vivo” se compraron veinticuatro ratones. Los
ratones eran machos adultos de la especie BALB/c, con 8 semanas de edad y tenian un

peso corporal de 18-24 g. Todos los animales fueron comprados en Harlan Interfauna,
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Barcelona, Espafia. El desarrollo de estos experimentos con animales fue aprobado por

el Comité de Etica de la Universidad de Alcala, Madrid, Espafia (ES28005000 1165).

Para estos ensayos se utilizaron las 4 formulaciones distintas anteriormente preparadas:
NAP-MP, NAP:T 80, NAP:RH 40 y NAP:SDS. El naproxeno base se utilizé como
referencia (NAP-MP) y las otras 3 formulaciones sirvieron para estudiar los sistemas
micelares con tres surfactantes diferentes: NAP:T 80, NAP:RH 40 y NAP:SDS. Todas
las formulaciones se administraron a los animales por via oral a través de una sonda
buco-géstrica. Para la administraciéon de la dosis a los ratones se prepar6 una
suspension de carboximetilcelulosa al 0,50% que fue utilizada como vehiculo para las
formulaciones. La cantidad de formulacién correspondiente a 5 mg/kg de naproxeno se
resuspendié en 0,3 mL de solucion de carboximetilcelulosa justo antes de su
administracién a cada ratdn. Para obtener las diferentes muestras biolégicas, a los
diferentes tiempos, se anestesio a los 6 ratones por grupo, utilizando una inyeccion de
uretano al 15%. Los animales fueron anestesiados para el procedimiento de toma de
muestras de sangre y posterior sacrificio por dislocacion cervical. Cada muestra de
sangre (aproximadamente 1,5 mL) se recogié por puncion cardiaca en viales
heparinizados y después se centrifugé a 9000 rpm durante 15 min para obtener el
plasma. Para las muestras de cerebro, los cerebros fueron extirpados después de la
eutanasia de los ratones, pesados, lavados con 0,5 mL de soluciéon salina y
homogenizados durante 1 min. Las muestras de plasma y los tejidos homogeneizados

fueron almacenados a -20 + 5°C hasta la extraccion (Garcia-Herrero, V. et al, 2017).

5.3.8.3. Analisis de las muestras:

Para la cuantificacion del plasma, se descongelaron las muestras y se tomaron alicuotas
de plasma de 200 pL. A cada muestra se le adicion6 50 pL de solucién de estandar
interno (tramadol al 1ug/ml). Esta solucion se mezcla con 450 yL de acetonitrilo en un
mezclador vortex por 2 min, luego se centrifugé todo a 5000 rpm durante 5 min. El

sobrenadante se recuperd y se centrifugé de nuevo a 5000 rpm durante 5 minutos,
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después de esta segunda centrifugacion, el sobrenadante fue filtrado a través de un filtro
HVLP Millipore® de 45 um (Millipore Iberica, Madrid, Espafia) y se determinaron por el

método de fluorescencia HPLC.

Para cuantificar las muestras de cerebro, 200 uL del tejido homogéneo de cerebro se
traté de la misma manera que las muestras de plasma. El sobrenadante de la Gltima
extraccion se concentr6 a 50°C durante 2 h en el concentrador (Savant SpeedVac

Concentrator, Holbrook, USA).

Una vez concentradas las muestras, se afadieron 200uL de fase movil a cada tubo y se
mezclé con vortex durante 2 minutos a 2200 rpm. La muestra fue filtrada través de un
filtro HVLP Millipore® de 45 um (Millipore Iberica, Madrid, Espafia) antes del analisis por
HPLC. El naproxeno se determiné por el método de fluorescencia HPLC. Los estudios
estadisticos comparativos de las diferentes formulaciones se hicieron usando la prueba

de T de student por parejas. Un valor p < 0,05 se consider6 significativo.
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5.4.1.1. Adsorcion de los tensioactivos en la fase estacionaria. Solubilidad:

Los surfactantes se afiaden a las fases mdviles hidro-organicas para mejorar la

fluorescencia nativa del naproxeno, provocando ademas un tiempo de retencion muy

reducido. En el desarrollo de este método se han estudiado fases moviles submicelares

con diferentes porcentajes de ACN (40, 50 y 60%) y ademas con diferentes surfactantes.

(Ortiz-Bolsico, C. et al, 2015).

Se hicieron unos estudios de solubilidad de naproxeno en todas las posibles fases

moviles, tanto en la fase mévil hidro-organicas, como en las fases moviles submicelares

(T 80/ACN, RH 40/ACN y SDS/ACN), las 4 fases con las diferentes proporciones de 2%

de acido acético/agua/ACN (60:40, 50:50 y 40:60). Todos los resultados se pueden ver

en la siguiente tabla.

Tabla 14. Solubilidad del naproxeno (ug/mL) en las diferentes fases moéviles: fase moévil hidro

alcohdlica Agua/ACN vy las fases moéviles con soluciones acuosas acidas/ACN: H2O/ACN, T

80/ACN, RH 40/ACN y SDS/ACN. Estos estudios se realizan en proporciones: 60:40, 50:50 y

40:60.

Fases Moviles

Sin surfactantes

SDS

RH 40

T80

2% acido acético/ACN

60:40
80,77 + 4,65
121,71 + 4,47*
(p=0,0003)

101,61 + 2.95*
(p=0,0060)

89,33 £ 2,95

50:50
299,75 £ 6,08
345,61 + 8,22*
(p=0,0021)

344,40 + 9,76*
(p=0,0029)

324,29 + 9,68*
(p=0,0082)

* Diferencia significativa frente a la fase sin surfactante (p < 0,05).

2% acido acético/ACN 2% acido acético/ACN

40:60

475,74 £5,19

473,29 +7,94

466,27 +£7,00

450,85 +9,49
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Las fases moviles con altas proporciones de ACN (40:60) mostraron los valores mas
altos de solubilidad, pero no se observaron diferencias (p > 0,05) entre la fase movil
hidro-organica sin surfactante y las diferentes fases moviles con los sistemas
submicelares. Estos resultados indican que los sistemas submicelares se interrumpen
a una concentracion del 60% de ACN v/v. El aumento de la solubilidad del naproxeno
esté relacionado solo con la alta proporcién de ACN en la fase hidro-organica, que en

este caso es del 60%.

Las solubilidades de naproxeno en las fases 50:50 fueron un poco menores que en las
del 40:60, pero sin embargo, todas las fases méviles submicelares intermedias (50:50)
mostraron una mayor solubilidad de naproxeno (véase la tabla 14) en comparacion con
la que no tiene surfactante (p < 0,05). Estos resultados de solubilidad confirman la
presencia de estructuras submicelares en estas fases moéviles de soluciones acuosas

de surfactante-organicas (50:50).

Finalmente, las proporciones mas bajas de ACN en la fase moévil (60:40) permitieron la
formacion de algunas estructuras submicelares estables. El tensioactivo aniénico SDS
en la fase movil submicelular (60:40) es el que mayor la solubilidad de naproxeno tiene
(121,71 + 4,47 pg/mL). En esta fase movil submicelular (60:40), los demas tiene valores
menores, como es el caso del surfactante no ibnico Tween 80 (60:40) (89,33 + 2,95
pMg/mL) o del que no tiene ningun tensioactivo (80,77 * 4,65 ug/mL, p < 0,05).
Probablemente, la baja relacién molar del Tween 80 (0,0015 M) en esta fase movil
produjo una disminucién de la estructura submicelar, que redujo la solubilidad del
naproxeno (Mohamed, A.l. et al, 2016). El aumento de la solubilidad de naproxeno en
fases moviles con solucién surfactante en los ratios de ACN (50:50 y 40:60) esta
relacionado con la formacién de fases méviles submicelares (Ortiz-Bolsico, C. et al,
2015). En estas condiciones, las fases organicas con 0,007 M SDS/ACN 50:50 v/v
mostrd una estructura submicelar con SDS similar a otros estudios (Hadjmohammadi,

M. R. y Nazari, S.J.S.S., 2013).
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5.4.1.2. Fluorescencia y parametro de las fases moviles:

A raiz de estos resultados, se decidid continuar los estudios con las fases moviles
intermedias, es decir, con la fase mévil hidro-organica 2% acido acético/ACN (50:50)
v/v; la fase movil submicelar de tween 0,0015M, T 80/ACN (50:50) v/v; la fase mévil de
cremophor 0,0008M RH 40/ACN (50:50) v/v y la fase mévil con el tensioactivo aniénico

(SDS) 0,007 M SDS/ACN (50:50) V/v.

Lo siguiente que se hizo, fue realizar un barrido de las 4 fases méviles anteriormente
seleccionadas para conocer la fluorescencia del naproxeno en cada una de ellas. La
figura 23 muestra los diferentes barridos de fluorescencia que tiene el naproxeno en las

diferentes fases moviles.
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Figura 23. Barridos de fluorescencia de naproxeno en diferentes fases méviles. Lineal: 2%
acido acético/ACN [50:50] v/v; linea 2: T-80/ACN 50:50 v/v; linea 3: RH-40/ACN (50:50) vivy

linea 4: SDS/ACN (50:50) v/v.

La linea nimero 1 es la fase hidro-organica (2% acido acético/ACN (50:50) v/v) y el resto

corresponderia a las diferentes fases moviles con surfactantes.
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La fase movil hidro-organica 2% &cido acético/ACN (50:50) v/v (linea 1) presenta un
pico de emision maximo a 360 nm correspondiente a la fluorescencia nativa del
naproxeno. La fase mévil submicelar de tween 0,0015M T 80/ACN 50:50 v/v (linea 2)
muestra un ligero cambio en el pico a (335 nm), con una mejora muy notable en los
valores de intensidad con respecto a la primera (4,3 veces mayor). El tensioactivo no
ibnico T 80 produce probablemente estructuras submicelares con un ligero aumento de
la intensidad de la fluorescencia del naproxeno (Mohamed, A.l. et al, 2016). La fase
mévil de cremophor 0,0008M RH-40/ACN (50:50) v/v (linea 3) tiene un pico de emision
maximo en 325 nm, con un fuerte aumento de la intensidad de la fluorescencia de
naproxeno con respecto a la primera (9,9 veces) y de mas del doble con la segunda.
Una fluorescencia similar que aumenta con RH 40 comparada con la de T 80 ya habian
sido descritas anteriormente con diferentes principios activos (Zidan, D.W. et al, 2018).
La fase movil con el tensioactivo anionico (SDS) 0,007 M SDS/ACN (50:50) v/v (linea
4), fue la que produjo una fluorescencia mayor que el resto, siendo 10,8 veces mayor
que la que no tenia ningln surfactante, y su maxima fluorescencia de emision fue a los
335 nm. El incremento similar de la sefal de fluorescencia al afiadir SDS a la fase movil
se ha observado previamente con otras materias primas con fluorescencia nativa
(Mostafa, A.M. et al, 2019). Estos resultados indican que las fases moviles que contiene
SDS presentaron mejores resultados de fluorescencia que el resto, pero para poder
seleccionar la fase movil definitiva se debe tener en cuenta los distintos parametros
cromatograficos que se producen con las distintas fases méviles. Estos parametros

cromatogréficos son los tiempos de retencion, altura, anchura y simetria del pico.
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Tabla 15. Tiempo de retencion TR (min), Altura (LU), Simetria, Anchura (min) y platos teéricos

obtenidos con las distintas fases méviles en proporciones hidro-organicas 50:50.

Fases Acido SDS /ACN T 80/ACN RH 40/ACN

Mobéviles acético/ACN (50:50) (50:50) (50:50)
(50:50)

TR (min) 7,283 5,101 6,980 6,859

Altura (LU) 42,52 46,64 32,96 13,16

Simetria 0,92 0,90 0,95 0,92

Anchura 0,151 0,1368 0,1872 0,1421

(min)

Platos 12866 7693 7695 6735

En estos estudios se observd una disminucion en los tiempos de retencion en todas las
fases moviles submicelares (SDS/ACN, RH 40/ACN, y T 80/ACN) pero con diferencia,
fue la fase movil submicelar de SDS la que mostré el tiempo de retencion mas corto
(5,10 min), mientras que la RH 40 y T 80 tuvieron tiempos de retencion muy parecidos
(6,86 y 6,98 min) en comparacién con la fase movil sin tensioactivo (7,28 min). Ademas,
se observaron diferencias entre los valores teoricos de platos y anchura de picos en las
diferentes fases moviles submicelares. Las fases moviles submicelares no iénicas
(0,0008 M RH 40/ACN y 0,0015 M T 80/ACN) mostraron una mayor retencion de los
picos (6,86 y 6,98, respectivamente) y grandes anchuras de pico (0,142 y 0,187
respectivamente). Estos surfactantes no i6nicos RH 40 y T 80 produjeron menos
interacciones entre los monémeros submicelares con los silanoles ionizados en el
sistema convencional de fase estacionaria a base de silice, lo que conlleva una menor
eficiencia. Esto podria deberse al hecho de que una parte significativa de la capa de
surfactante en la fase estacionaria reduce el efecto de enmascaramiento sobre los
grupos de silanol (Ortiz-Bolsico, C. et al, 2015). Sin embargo, los monémeros del SDS

revelan una mayor desorcion del surfactante en la fase mévil (0,007 M SDS/ACN). Asi
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pues, la fase movil de SDS tuvo un pico de retencion inferior (5,10 min), un ancho de
pico menor (0,137 min), una mayor altura (46,64 LU) y una mejor eficiencia (valores de
7693) en comparacion con las otras fases moéviles submicelares. Estos resultados
indican que esta fase moévil mejora la penetracion de los solutos y tiene una interaccion
menor con las cadenas de silanol. Estos resultados posiblemente pueden deberse a una
mayor asociacion entre el monémero iénico del surfactante y el alquilo unido a la silice
de la fase estacionaria (Hadjmohammadi, M. R. y Nazari, S.J.S.S., 2013). El surfactante
monocapa fue asi parcialmente recubierto en la fase estacionaria, resultando dar
tiempos de retencién cortos (Ortiz-Bolsico, C. et al, 2015; Richardson, A.E. et al, 2017;

Eid, M. et al, 2017; Petr, J., 2017).

Por estos resultados y motivos expuestos, la fase movil submicelar de SDS (0,007M
SDS/ACN 50:50 v/v) fue seleccionada para analizar las bajas concentraciones de

naproxeno en los tejidos como el cerebro.

5.4.2. Validacion del método:

5.4.2.1. Especificidad:

El método utilizé la deteccion por fluorescencia debido a su alta sensibilidad y la
especificidad en el plasma y el tejido cerebral. A partir de los barridos de fluorescencia
del estandar interno (tramadol) y del naproxeno, se seleccionaron longitudes de onda
de emision de 310 nm (El) y 360 nm (NAP) y la misma longitud de onda de excitacion

para ambos 280 nm.

La figura 24 muestra el cromatograma tipico de una muestra de cerebro, en donde se
ve tanto el pico del tramadol (El), con un tiempo de retencion de 3,94 min, como el pico
del naproxeno a los 5,10 min, utilizando la fase mavil submicelar (0,007 M SDS/ACN

(50:50) v/v).
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Figura 24. Cromatograma HPLC por fluorescencia de una muestra de cerebro en la que estan
presentes tanto el pico del estandar Interno (1) como el del nhaproxeno (2), con sus respectivos

tiempos de retencion.

La selectividad de nuestro método se evalué comparando los cromatogramas de plasma
y cerebro del grupo control, con los cromatogramas preparados introduciendo las
soluciones estandar en las correspondientes muestras de blanco (ICH Harmonized
Tripartite Guideline, 2005). Esta fase movil submicelar con deteccion por fluorescencia
fue selectiva tanto para los métodos de plasma como para los del cerebro. No se
observaron picos de interferencia de componentes enddgenos del plasma o del cerebro
en el tiempo de retencion ni del naproxeno ni del estdndar interno, o cerca de ellos,
indicando la alta selectividad de este método. Esta técnica de deteccidbn por

fluorescencia por HPLC con la fase movil submicelar aumenta la fluorescencia nativa
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del naproxeno (Rezk, M.R. et al, 2014; Gallo, P. et al, 2010) y fue selectiva para

muestras de plasma y cerebro.

5.4.2.2. Linealidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion:
Los pardmetros de las rectas de calibracion lineal se realizaron a partir del analisis
estadistico de tres estudios preparados de forma independiente, de rectas de calibracion

de ocho puntos en muestras de plasma y cerebro.

La ecuacion de regresion media para las muestras de plasma fue y= 2886x (ug/ml) +

45,09; (R? = 0,997).
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Figura 25. Recta de calibrado para las muestras de plasma.
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La ecuacién de regresion media para las muestras de cerebro fue y = 151,9x (ug/g) +

12,50 (R? = 0,9975).
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Figura 26. Recta de calibrado para muestras de cerebro.

Los ensayos fueron lineales entre 0,25 y 2,5 ug/g. Aunque existen diferentes métodos
para determinar naproxeno en muestras de plasma (Della Rocca, G. et al, 2014), sélo
unos pocos estudios han determinado éste en el cerebro (Sheha, M., 2012; Andersen,
C.A.etal, 2017). EI (LD) limite de deteccion de 0,08 ug/g y el (LC) limite de cuantificacion
de 0,25 ug/g fueron adecuados para determinar las concentraciones de naproxeno en
las muestras de cerebro y sus desviaciones estandar siempre fueron >15% (Martins,

S.M. et al, 2012).

5.4.2.3. Precision y exactitud:

Para determinar la precision y la exactitud, se realizaron andlisis por triplicado para cada
una de las tres concentraciones propuestas para cerebro y para plasma. Los métodos
de cuantificacion del naproxeno con las muestras control en plasma y el tejido cerebral

se resumen en las siguientes tablas:
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Tabla 16. Precisién y exactitud intra e interdias de muestras de plasma.

Precision DER (%) Exactitud ER (%)
Concentracion Intradias Interdias Intradias Interdias
(ng/mil)
9,23 2,96 1,46 1,75 0,70
12,30 1,45 3,05 -1,00 2,86
15,37 0,74 0,24 -1,67 0,40

*DER (%) representa la desviacidon estandar relativa en porcentaje, mientras que ER (%)

representa el error relativo en porcentaje frente al valor teérico.

Tabla 17. Precision y exactitud intra e interdias de muestras de cerebro.

Precision DER (%) Exactitud ER (%)
Concentracion Intradias Interdias Intradias  Interdias
(ng/g)
0,54 1,64 2,75 -0,43 -2,09
0,72 2,26 2,38 1,45 1,79
0,90 0,17 0,80 -0,90 -1,84

*DER (%) representa la desviacion estandar relativa en porcentaje, mientras que ER (%)

representa el error relativo en porcentaje frente al valor teérico.

La media de los valores de precision intra e inter-dia para todas las muestras de plasma
presentaron una (DER) entre 0,74-2,96 y 0,24-3,05 (%) respectivamente, (estos valores

fueron similares a los obtenidos por otros autores en muestras de plasma (Yilmaz, B. et
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al, 2014; Yehia, A.M. y Essam, H.M., 2016). En las muestras de cerebro, la media de
valores de precision intra e inter-dia presentaron una (DER) entre 0,17-2,26 y 0,80-2,75
(%), respectivamente. Estos resultados coinciden con datos previamente publicados en

el cerebro (Sheha, M., 2012; Yehia, A.M. y Essam, H.M., 2016). (ver tabla 16 y 17).

La exactitud tanto en plasma como cerebro fue buena ya que el porcentaje de error
relativo (ER) intra e inter-dia en plasma estuvo entre -1,67 a 1,75% y de 0,40 a 2,86%
respectivamente y el error relativo (ER) intra e inter-dia en cerebro entre -0,90 a 1,45%

y de -2,09 a 1,79% respectivamente (ver tabla 16 y 17).

5.4.2.4. Recuperacion:
La recuperacion se calculd6 comparando la concentracion obtenida de la inyeccion
directa en la fase mévil de una solucién de principio activo con una concentracion

conocida (100%).

Tabla 18. Recuperacién de las muestras de plasma con su media y desviacion estandar

relativa DER (%).

Recuperacion

Concentracién (ug/ml) Media (%) DER (%)
9,23 95,09 0,56
12,30 93,33 1,83
15,37 96,64 0,48
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Tabla 19. Recuperacién de las muestras cerebrales con su media y desviacion estandar

relativa DER (%).

Recuperacion

Concentracion (pg/g) Media (%) DER (%)
0,54 95,06 4,05
0,72 95,55 2,81
0,90 96,25 0,31

Estos valores oscilaron entre 93,33 y 96,64 y entre 95,06 y 96,25% para las muestras
de plasma y de cerebro, respectivamente (Tablas 18 y 19). Ademas, los DER (%)
obtenidos en las muestras del plasma estuvieron entre 0,48 y el 1,86% y las del cerebro
entre el 0,31y el 4,05% en todos los experimentos; estos resultados de recuperacién de
las muestras de cerebro fueron similares a los de otros estudios (Yilmaz, B. et al, 2014;
Ruiz-Angel, M.J. et al, 2009). Estos datos sugieren que este método tiene una excelente
precision y reproducibilidad y puede ser considerado adecuado para cuantificar

naproxeno en muestras de plasma y tejidos cerebrales.

5.4.3. Andlisis de muestras de plasma y muestras de cerebro en ratones:
Para el andlisis de las muestras biolégicas se utiliz6 el método HPLC submicelar con

deteccion por fluorescencia validado en el apartado anterior.

Los andlisis de plasma y de tejido cerebral se realizaron 1 h después de la
administracion oral de las diferentes formulaciones (NAP-MP, NAP:RH 40, NAP:T 80y
NAP:SDS) y se siguieron las condiciones y procedimientos descritos en el apartado de
tratamiento de muestras biologicas de métodos. La figura 27 muestra las
concentraciones de naproxeno en plasma y tejido cerebral después de la administracion

de las 4 formulaciones diferentes.
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Figura 27. Concentraciones plasmaticas de naproxeno obtenidas después de la administracion
de las formulaciones de naproxeno materia prima (NAP-MP) y de los distintos sistemas micelares

de naproxeno: (NAP:SDS), (NAP:RH 40) y NAP:T 80).
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Figura 28. Concentraciones cerebrales de naproxeno obtenidas después de la administracion de
naproxeno (NAP-MP) y de los distintos sistemas micelares de naproxeno: (NAP:SDS), (NAP:RH

40) y NAP:T 80).

Las concentraciones para la formulacion del NAP-MP fueron de 10,49 £ 0,77 yg/mL y
0,33 = 0,039 ug/g para el plasma y el tejido cerebral, respectivamente. Estos valores
fueron semejantes con los anteriores valores publicados de Tmax Y Cmax (Yilmaz, B. et al,
2014; Sheha, M., 2012). La correlacion entre las proporciones cerebro/plasma
(proporciones C/P) para la NAP-MP mostraron un valor bajo (0,031) (Della Rocca, G. et
al, 2014). El uso de sistemas micelares con los diferentes surfactantes produce un
aumento de los valores de naproxeno en plasma y tejidos cerebrales en comparacion
con NAP-MP. La adicién de tensioactivos en los sistemas micelares, por lo tanto,
aumento las concentraciones de naproxeno en plasma y cerebro después de 1h de la
administracion en el siguiente orden: NAP-MP < < NAP:RH 40 < NAP:T 80 < NAP:SDS.
La presencia de tensioactivos no iénicos (RH 40 y T 80) mostraron una relacion C/P de

0,047 para ambas formulaciones. Las concentraciones mas altas se obtuvieron con
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NAP:SDS en comparacion con el NAP-MP. Una hora después de la administracion, las
concentraciones de plasma y cerebro de NAP:SDS comparadas con las de NAP-RM
fueron 1,45 y 2,52 veces, respectivamente. En este caso, la correlacién entre las
relaciones C/P para el NAP:SDS presentada el valor mas alto en comparacién con los
otros surfactantes (relacion C/P de 0,055). Un estudio reciente indica que los
surfactantes como el T 80 fueron transferidos rapidamente desde la circulacion del
plasma a otros tejidos antes que al cerebro (Miyazawa, T. et al, 2015). Sin embargo, la
absorcion intestinal de las micelas SDS se relacion6 con una mayor acumulacién en el
cerebro (Wang, G. et al, 2016). Por otro lado, estudios adicionales podrian ser
adecuados para determinar como las diferentes proporciones de SDS en sistemas

micelares podrian modificar la relacién C/P.

Por tanto, de las 4 formulaciones estudiadas, la formulacibn que mejores
concentraciones cerebrales y ratios C/P presentd fue la NAP:SDS, descrita en el

apartado de estudios farmacotécnicos como FS-10%.

Cabe destacar que durante el desarrollo del doctorado colaboré en estudios de
biodistribucién de anfotericina B en distintos 6rganos (L6pez-Sanchez, A. et al, 2018).
Estos estudios me permitieron adquirir experiencia en la manipulacién de animales de
experimentacion, en la obtencibn de muestras plasmaticas y en la extraccion de
organos, que me ha sido de gran utilidad para la extraccion del cerebro en los estudios

de concentraciones cerebrales de naproxeno.

Para analizar las concentraciones en los distintos tejidos se observé que durante la
homogenizacion, la cantidad de agua adicionada por 6rgano depende del caracter
fibroso del tejido. La colaboracion en los estudios de biodistribucion de nuevas
formulaciones de anfotericina B me permitié conocer que 6rganos como el cerebro y el
rifidn necesitan volimenes mas bajos por gramo de Organo en su proceso de

homogenizacién, mientras que 6rganos como el higado requiere mayores volimenes
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de agua por gramo de érgano por su mayor caracter fibroso (Lopez-Sanchez, A. et al,

2018).
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5.5. DISCUSION FINAL:

Tras los ensayos realizados, se ha conseguido desarrollar un método analitico
cuantitativo de HPLC submicelar con deteccion por fluorescencia. Este método al tener
tanto deteccion por fluorescencia como utilizar en su fase movil surfactante, hace que
concentraciones muy bajas de naproxeno puedan ser cuantificadas. Ademas, este
método también ha sido validado para determinar los niveles de naproxeno en muestras
de plasma y cerebro de ratén. Este método fue sensible, robusto, y adecuado para

analisis clinicos rutinarios que impliquen un gran nimero de muestras.

Por otro lado, el método se usd para investigar la distribucion cerebro/plasma del
naproxeno en una serie de formulaciones que contenian surfactantes diferentes y asi
saber cual de esas formulaciones era mejor para tratamientos “in vivo”’. Todos los
sistemas micelares tuvieron concentraciones mas altas de naproxeno a nivel plasmatico
y cerebral en comparaciéon con la NAP materia prima. Sin embargo, las micelas de SDS
mostraron una mayor concentracion tanto plasmatica como cerebral que las micelas de

RH 400 T 80.

El objetivo de esta parte experimental era conseguir un método analitico capaz de
analizar concentraciones de naproxeno en muestras bioldgicas y ademas conocer que
formulacién tenia mejor biodisponibilidad en ratones. Una vez acaba esta parte, se
consigui6 tanto desarrollar el método analitico, como seleccionar una formulacion de
naproxeno base con buenos datos tanto “in vitro” como “in vivo”. Por ese motivo, los
estudios de esta parte experimental fueron publicados en una revista internacional. (Ver

anexo II).

Los buenos resultados obtenidos en el desarrollo de esta parte experimental, hace que

se desarrolle un estudio farmacocinético en ratones para probar la formulacion FS-10%.
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V1. PARTE EXPERIMENTAL 3: ESTUDIOS FARMACOCINETICOS.

6.1. INTRODUCCION:

Uno de los objetivos principales de este estudio era conseguir una formulacion de
naproxeno que presente un tiempo corto para alcanzar su accién y que ademas los
niveles de principio activo en el organismo fueran iguales o superiores a los de
referencia. Para llegar a eso, se necesita una formulacion adecuada, un método

analitico validado y un estudio farmacocinético.

Una vez desarrollados tanto la formulacién como el método analitico, se realizara el

estudio farmacocinético en ratones.

Los estudios biofarmacéuticos y farmacocinéticos permiten investigar la absorcion,
distribucion y eliminacion de un farmaco en el organismo, por lo general mediante la
medicion de la concentracion del farmaco en la sangre, la orina y los tejidos en el
transcurso de un determinado tiempo. Estos estudios de farmacocinética se usan para
caracterizar la absorcion, la distribucién, el metabolismo y la excrecién (ADME) de un
compuesto, ya sea en la sangre o en otros lugares, y se suelen emplear en las fases de
desarrollo de una nueva forma farmacéutica con potencial terapéutico de un programa

de desarrollo de farmacos.

Por estos motivos, el estudio farmacocinético en ratones es clave para saber si la
formulacion FS-10% presentaba unos resultados mejores que la formulacion de
referencia, y por consiguiente, si podria llegar a ser un tratamiento efectivo contra los

atagues agudos de migrarfia.
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6.2. MATERIALES:

6.2.1. Productos y reactivos:

En estos estudios se utilizaran los siguientes productos y reactivos:

Naproxeno de Zhejiang Charioteer Pharmaceutical Co., Ltd. (Zhejiang, China).
Donado por HC Clover.

Croscarmelosa sodica producida por FMC (Philadelphia, USA).
Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) de (Methocel E15LV) (Dow Chemical),

Lauril sulfato sédico (SDS) obtenido por Sigma (Copenhagen, Denmark).
Tramadol de laboratorios Normon® (Tres cantos, Madrid, Spain).
Carboximetilcelulosa (CMC 1000) obtenida por Sigma (Copenhagen, Denmark).
Acido acético glacial para HPLC (purity >99.8%) de Panreac® (Barcelona,
Spain).

Acetonitrilo grado HPLC por Scharlau® (Barcelona, Spain).

Agua obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q (Billerica, USA).

Filtros Millipore filter (Millex-HV, Hydrophilic PVDF 0,45 pum, Cork, Ireland).

Todos los reactivos y quimicos utilizados tenian grado analitico.

6.2.2. Animales:

60 ratones adultos hembra de la especie CD-1.

6.2.3. Aparatos y equipos de laboratorio:

Tamices de diferentes diametros.
Estufa Memmert.

Congelador

Material de vidrio.

Pequefio aparataje de laboratorio.
Agitador Vortex.

Agitador magnético-calefactor RCT basic. Ika Labortechnik (Germany).
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e Morteros de 4gata.

e Balanza Mettler AG 104. Mettler-Toledo GmbH (Schwerzenbach).

e Balanza Microanalitica Sartorius M5P Serie 30303388.

e Purificador de agua Milli-Q Millipore.

e HPLC Agilent® 1100 equipado con un detector de fluorescencia Agilent® G1321A
(Agilent Technologies, Madrid, Spain) multi-longitud de onda A.

e Columna Zorbax® SB C-8 250 x 4,6 mm, 5 um. (Agilent Technologies, Madrid,
Spain).

e Centrifuga (Hettich Universal 32, Tuttlingen, Germany).

e Concentrador de muestras Savant® SpeedVac Concentrator. (Holbrook, USA).

6.2.4. Tratamiento de los datos:
e Statgraphics plus 5.1 (Statpoint Technologies Inc, VA USA).

e WinNonlin version 5.2 (Pharsight Co, Mountain View, CA, USA).
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6.3. METODOS:

6.3.1. Preparacion de las formulaciones:

Para la realizacion de la parte experimental, lo primero que se hizo fue la preparacion
de las formulaciones que se iban a probar en el estudio farmacocinético. Para el estudio
farmacocinético se optaron por probar dos formulaciones, la formulacion control NAP y

la formulacién seleccionada a través de los diferentes estudios, FS-10%.

6.3.1.1. Formulacién NAP:

El naproxeno base materia prima (NAP) no tiene ningln excipiente y lo Unico que se
hizo para la obtencién de esta formula fue tamizar 750mg de naproxeno base a través
de un tamiz de 0,840 mm, el polvo resultante se pas6 por otro tamiz de luz 0,297mm,
quedandonos sélo con la fraccion de naproxeno entre 0,840-0,297mm. El producto

resultante se guardo para los ensayos.

6.3.1.2. Formulacién FS-10%:

La formulacién surfactante FS-10% va a contener un 1,5% de aglutinante (HPMC) 10%
de disgregante (croscarmelosa sédica) y el 10% de tensioactivo (SDS). El lauril sulfato
sédico (SDS) se va a incorporar a la formulacién a través de la solucién aglutinante, es
decir se va a afiadir 75mg de SDS a una solucién acuosa que contiene un 2% de HPMC
(p/v) y que se agita durante 24 h. La incorporacion, al igual que las anteriores
formulaciones, se hace por granulacion himeda, la cual se realizé6 mezclando 750 mg
de naproxeno con 75 mg del disgregante, y luego se agregé 560 microlitros de la
solucién aglutinante que contenia tanto HPMC como SDS. Esta solucién se mezclé con
el naproxeno en un mortero de vidrio, la masa humeda fue tamizada a través de un tamiz
de 0,840 mm y los granulos se secaron en estufa a 60°C durante 48 h. El producto final

fue tamizado para aislar la fraccién de 0,297-0,840 mm como la formulacion anterior.

Una vez preparadas las formulaciones, se almacenaron a temperatura de 20°C,
protegidos de la luz y la humedad (desecador). Se prepard suficiente cantidad de
formulacién para poder administrar la misma cantidad a los 6 grupos de animales que
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ese emplearan para tomar las muestras de tejido cerebral a los distintos tiempos, para
cada una de las férmulas estudiadas. Para cada analisis se pesé la misma cantidad de
formulacion y se reconstituy6 en los mismos mL de carboximetilcelulosa al 0,75% en los
6 diferentes grupos de tiempo. Esto se hizo asi ya que, si se hiciese una Unica
reconstitucion para todos los ratones, la diferencia de tiempo entre la administracién del
primer ratén y la del dltimo podria suponer un error, debido a que el naproxeno se podria

estar liberando antes de ser administrado al animal.

6.3.2. Parte “in vivo™:

6.3.2.1. Animales y dosificacion:
El procedimiento experimental para conocer la farmacocinética de las dos diferentes
formulaciones: NAP y FS-10%, fue realizado con 60 ratones adultos hembra de la

especie CD-1, todos ellos con un peso medio de 21,2 + 3,1 g.

Estos 60 ratones fueron divididos en dos partes, 30 para cada formulacion y los 30
ratones por formulacién, se dividieron en seis grupos de cinco ratones cada uno,
correspondiendo cada grupo a un determinado tiempo de la curva farmacocinética (15,
30miny 1, 2, 4, y 7 h). Este experimento con animales fue aprobado por el Comité de

Etica Animal en la Universidad Complutense, (Madrid, Espafia).

Todas las formulaciones fueron administradas por via oral a través de un sistema de
sonda buco-gastrico. El tratamiento se administré en una sola dosis equivalente a 10
mg/kg de naproxeno. Se decidié esa dosificacion ya que existian estudios anteriores
con uso de naproxeno en animales en los que se realizaron dosis de 10 mg/kg y 20
mg/kg (Della Rocca, G. et al, 2014; Sheha, M., 2012; Zerrouk, N. et al, 2004). Las
concentraciones de plasma en esos estudios son similares a los que se obtienen en los
humanos después de la administracion de naproxeno en dosis bajas (200 mg) y altas
(500 mg) respectivamente (Choi, H.G. et al, 2015; Yilmaz, B. et al, 2014). La realizacion
del estudio en dosis de 10 mg/kg nos permite evaluar el posible aumento de parametros

farmacocinéticos a dosis bajas. Esto es interesante, ya que, si se lograse un aumento
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importante en las concentraciones de naproxeno con dosificaciones bajas, podria

utilizarse esta nueva formulacion de naproxeno solamente a dosis bajas.

Para la administracion de la dosis a los ratones se prepar6 una suspension de
carboximetilcelulosa al 0,75% que fue utilizada como vehiculo para la materia prima
(NAP) y de la formulacion (FS-10%). La cantidad de formulacion correspondiente se
resuspendié en la cantidad de solucion de carboximetilcelulosa justo antes de
administrar 0,3mL a cada raton. En esos 0,3mL de formulacion resuspendida estaba la

cantidad correspondiente de naproxeno de 10mg/kg.

Para obtener las diferentes muestras biolégicas, se anestesio6 a cinco ratones por grupo
utilizando una inyeccion de uretano (1,5 g/kg) en diferentes momentos, para asi poder
obtener las muestras en el tiempo exacto después de las dosis. Los animales fueron
anestesiados para el procedimiento de toma de muestras de sangre y posteriormente
dislocados cervicalmente. Las muestras de cerebro se recogieron después de la

dislocacién del animal y comprobacion de la muerte de éstos.

6.3.2.2. Muestras de sangre y cerebro:

Las muestras de sangre, (aprox. 1 mL) se recogieron por puncion cardiaca para los
siguientes puntos temporales: 15, 30 miny 1, 2, 4, y 7 h. En total fueron 5 muestras de
sangre por cada tiempo y formula. Estas muestras sanguineas fueron transferidas y
heparinizadas a eppendorfs, después de lo cual se centrifugaron a 9000 rpm durante 15
min para obtener el plasma. Para las muestras de cerebro, después de la eutanasia de
los ratones, se extirparon los cerebros, se pesaron, se lavaron con 0,5 mL de solucién
salina y se homogeneizaron durante 1 min. Tanto las muestras de plasma como los
tejidos cerebrales homogeneizados fueron almacenados a -20 + 5°C hasta ser

analizados.
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6.3.2.3. Analisis de las muestras de sangre:

Para la cuantificacion de las diferentes alicuotas de plasma, lo primero fue descongelar
las muestras. Se tomaron 200 pL de cada una de ellas y se le adicionoé 50 uL de solucion
de estandar interno (tramadol al 1ug/ml). Esta solucién se mezclé con 450 pL de
acetonitrilo en un mezclador vortex durante 2 min y después se centrifugod la mezcla a
4500 rpm durante 5 min. El sobrenadante se recupero y se centrifug6é de nuevo a 4500
rpm durante 5 minutos, después de esta segunda centrifugacion, el sobrenadante fue
filtrado a través de un Millipore Filtro (Millex-HV, PVDF hidrofilo 0,45 mm, Cork, Irlanda)
y 50uL de cada muestra fue inyectado en el HPLC para la cuantificacion de naproxeno

de la muestra.

6.3.2.4. Analisis de las muestras de cerebro:

Para la cuantificacion de las diferentes muestras de cerebro, lo primero fue descongelar
las muestras y obtener 0,5 mL del tejido homogeneizado de cada muestra. Estos 0,5ml
se mezclaron en un vértex durante 2 min con 1 mL de acetonitrilo y 50 pyL de solucién
de estandar interno (tramadol al 1ug/ml). La mezcla se centrifugd durante 5 minutos a
4500 rpm (Hettich Universal 32, Tuttlingen, Alemania), el sobrenadante se recuperé y
se volvio a centrifugar de la misma manera. Se tomaron 600 pL del liquido y se
concentran en un concentrador de muestras (Savant Concentrador SpeedVac,
Holbrook, EE.UU.) durante 2 horas a 50°C. Una vez concentradas las muestras, se
afiadieron 450 L de acetonitrilo a cada tubo y se mezcld con vortex durante 2 minutos
a 2200 rpm. La muestra fue filtrada través de un filtro Millipore (Millex-HV, PVDF hidréfilo
0,45 mm, Cork, Irlanda) y 50 pL del liquido filtrado se inyecto directamente en el sistema

de HPLC.
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6.3.3. Método de cuantificacion:

6.3.3.1. Cuantificacion del naproxeno por cromatografia liquida:
Para la cuantificacion del naproxeno en el plasma y en las muestras de tejido cerebral

se utilizé el método creado y validado en la parte experimental 2.

Por tanto, se utiliz6 un método analitico cuantitativo de HPLC submicelar con deteccion
por fluorescencia. El equipo fue el mismo, HPLC Agilent® 1100 equipado con un
detector de fluorescencia Agilent® G1321A (Agilent Technologies, Madrid, Spain) multi-
longitud de onda A; la columna Zorbax® SB C-8 250 x 4,6 mm, 5 um. (Agilent
Technologies, Madrid, Spain). La fase movil consistié en una fase mévil submicelar de
SDS 0.007M con acetonitrilo y el 4cido acético al 2% en el agua (50:50, v/v), el flujo
movil fue de 1 mL/min durante 10 minutos, la cantidad de muestra inyectada fue de 50ul
y las longitudes de onda fueron para la excitacién de 280 nm y una longitud de onda de

emision de 310 y 360 nm (empleada para el estandard interno).

6.3.3.2. Rectas de calibracion, precision y recuperacion:

Se realizé una revalidadcion del método de analisis debido principalmente al factor
tiempo ya que desde que se hizo el método hasta que se realizaron los estudios
farmacocinéticos pasé bastante tiempo y los cambios en la emision de la lampara del
equipo de HPLC podria haber experimentado algin pequefio cambio. Ademas, la
dosificaciéon y la especie de los animales de estos ensayos también fueron diferentes,

justificando la realizacion de esta revalidadcion.

Todo el procedimiento de preparacion de muestras se realizé de forma similar al
apartado de validacion del método. Para el plasma se hizo una recta de 8 puntos con
concentraciones que fueron desde 2,7 a 25 ug/mL y para las de cerebro también se hizo
una recta de 8 puntos con concentraciones desde 0,21 a 2,38 ug/g. Todas estas
muestras se prepararon mediante la adicion a muestras de plasma y cerebro de raton

sin principio activo, con la cantidad apropiada de naproxeno.
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Ademas de las correspondientes rectas de calibrado, se calculé la precision y la
recuperacion como en la parte experimental para las muestras plasmaticas y cerebrales.

(Garcia-Herrero, V. et al, 2019).

6.3.3.3. Analisis farmacocinético:
Las propiedades farmacocinéticas del naproxeno se analizaron mediante analisis no

compartimentales.

Se calcularon diferentes valores farmacocinéticos clasicos como son: Concentracion
maxima (Cmax), €l tiempo maximo (Tmax), area bajo la curva (AUC) y se calculé ademas

la relacion cerebro/plasma C/P.

En el campo de la farmacocinética, habitualmente el &rea bajo la curva (AUC) se calcula
desde el momento en el que se administra el farmaco hasta el momento en el que la
concentracion plasmatica del principio activo no es significativa. En este caso, se calcul
desde el momento en el que se administr6 el farmaco hasta que la concentraciéon de
naproxeno en la muestra no fue significativa para el estudio. El area bajo la curva
representa la exposicion total del organismo a un principio activo y facilita la evaluacion

y comparacion de los perfiles de biodisponibilidad entre farmacos.

El momento en el que se detecta la concentracion maxima del principio activo en la
sangre u otro tejido se llama Tmax, ¥ la concentracion maxima del principio activo
detectada en el torrente circulatorio o en otro tejido se llama Cnax. LoS datos de Chax Y
Tmax S€ obtuvieron directamente de los valores medidos. El resto de los parametros
farmacocinéticos se estimaron en base a los valores medios de la concentracion (n = 5),
determinados para cada punto mediante andlisis farmacocinético no compartimentado

utilizando el programa WinNonlin version 5.2 (Pharsight Co, Mountain View, CA, USA).

El parametro farmacocinético del area bajo curva de la concentracion de farmaco se
realiza desde el tiempo cero hasta la Gltima concentracion significativa del estudio 7h

(AUCo.7n), siguiendo el método trapezoidal. Del mismo modo que se calculé el (AUCo.
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2n), Esto célculo se hizo debido a que en este estudio es muy importante la distribucion

y liberacion del farmaco en las primeras horas desde la administracion.

Ademas, se calculd la relacion existente entre las concentraciones de naproxeno en
cerebro frente a las concentraciones en plasma (C/P). Este calculo se hizo mediante la
division de la concentracion de cerebro frente a la del plasma, sabiendo que cuanto

mayor sea este valor, mayor concentracion de naproxeno en cerebro se alcanzé.

6.3.3.4. Analisis estadistico:

El analisis estadistico se realizé utilizando Statgraphics plus 5.1 (Statpoint Technologies
Inc, VA USA). Todos los valores se indicaron con su desviacion estandar relativa (DER).
El analisis estadistico de los datos se hizo con la t de student para dos grupos, y en una
sola direccién. Un valor p <0,05 se consideré como una diferencia significativa para los

datos analisis.

180



Desarrollo de nuevas formulaciones de Naproxeno

6.4. RESULTADOS:
6.4.1. Linealidad:

La ecuacion de regresion para el analisis de las muestras de plasma fue:

y= 2674,1x (ug/ml) + 22,43 (R? = 0,9975).
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Figura 29. Recta de calibrado para los estudios farmacocinéticos de muestras plasmaticas.
La ecuacion de regresion para el analisis de las muestras de cerebro fue:

y = 148,57x (ug/g) + 10,90 (r2 = 0,998).
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Figura 30. Recta de calibrado para los estudios farmacocinéticos de muestras cerebrales.
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Los ensayos tanto para plasma como para cerebro fueron lineales entre 2,7 y 25 ug/mi

y 0,21 y 2,38 ug/g respectivamente. Por tanto, se utilizaron estas rectas de calibrado

para el andlisis de los estudios de farmacocinética en ratones.

6.4.2. Precisién y recuperacion:

Se determind la recuperacion y la precision tanto en muestras de cerebro como de

plasma para confirmar que no hay errores debido al cambio de animales ni otros

factores. En las siguientes tablas se pueden ver las precisiones y las recuperaciones

para cerebro y plasma por triplicado con sus respectivas desviaciones.

Tabla 20. Precision intra e interdias de muestras de plasma.

Precision DER (%)

Concentracion Intradias Interdias
(ng/ml)
9,23 2,25 0,62
12,30 0,85 2,05
15,37 1,54 2,37

*DER (%) representa la desviacion estandar relativa en porcentaje.

Tabla 21. Precisién y exactitud intra e interdias de muestras de cerebro.

Precision DER (%)

Concentracion Intradias Interdias
(ng/g)
0,54 0,64 1,17
0,72 1,89 0,98
0,90 2,17 2,01

*DER (%) representa la desviacion estandar relativa en porcentaje.
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Tabla 22. Recuperacién de las muestras de plasma con su 