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RESUMEN

Las helmintiasis en rumiantes generan importantes pérdidas económicas en el

sector productivo. Si bien el control de estas infecciones recae actualmente

en el uso de quimioterapia, los compuestos disponibles son cada vez menos

efectivos debido al rápido desarrollo de resistencia en numerosas especies de

parásitos gastrointestinales. Recientemente, ha sido patentado un nuevo grupo

de h́ıbridos valerolactama-benzimidazol con potencial antihelmı́ntico, pero con

limitada solubilidad acuosa, al igual que sus precursores benzimidazólicos. La

baja hidrosolubilidad de fármacos está asociada, en la mayoŕıa de los casos,

a biodisponibilidades erráticas y reducidas, lo que puede causar subdosifica-

ciones. Considerando que la subdosificación con antihelmı́nticos contribuye de

forma significativa al desarrollo de resistencia, el objetivo de esta Tesis es di-

señar sistemas de liberación aplicables a los fármacos patentados que maximi-

cen su velocidad de disolución in vitro. Para lograrlo, se trabaja con un diseño

comparativo desarrollando y caracterizando dispersiones sólidas y nanocrista-

les autodispersables de fenbendazol, fármaco precursor de valero-fenbendazol,

el h́ıbrido con mayor actividad antihelmı́ntica del grupo. Una vez seleccionada

la preparación con mejor desempeño in vitro, se estudia su farmacocinética

en ovinos para evaluar su impacto en la biodisponibilidad del fenbendazol y,

finalmente, se traslada la tecnoloǵıa al compuesto h́ıbrido de interés. Los re-

sultados recogidos en este trabajo permiten concluir que la preparación de

nanocristales de fenbendazol es la mejor estrategia para mejorar su velocidad

de disolución en agua y que esta mejora impacta muy positivamente en su bio-

disponibilidad oral en rumiantes. Además, se concluye que es posible formular

el valero-fenbendazol utilizando la metodoloǵıa empleada para su precursor y

obteniendo resultados de caracterización in vitro igual de alentadores.

Palabras claves:

antihelmı́nticos poco solubles en agua, dispersiones sólidas, nanocristales

redispersables, velocidad de disolución in vitro, biodisponibilidad oral.
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ABSTRACT

Helminthiasis in ruminants generate important economic losses to the lives-

tock industry. Even though, the control of these infections is currently based

on the use of chemotherapy, the marketed compounds are less and less effective

due to the rapid development of resistance in numerous species of gastrointes-

tinal parasites. Recently, a new group of valerolactam-benzimidazole hybrids

with anthelmintic potential, but limited aqueous solubility, like their benzi-

midazole precursors, has been patented. The low water solubility of drugs is

associated, in most cases, with erratic and reduced bioavailability, which can

lead to underdosing. Taking into account that the underdosing of anthelmin-

tics contributes significantly to the development of resistance, the aim of this

thesis is to design delivery systems that allow efficient deliver of the paten-

ted drugs by maximizing their in vitro dissolution rate. For this purpose, we

work with a comparative design, developing and characterizing solid disper-

sions and self-dispersible nanocrystals of fenbendazole, the precursor drug of

valero-fenbendazole, the hybrid with the highest in vitro anthelmintic activity.

Once the preparation with the best in vitro performance is selected, its phar-

macokinetics is studied in sheep to evaluate its impact on the bioavailability

of fenbendazole and, finally, the technology is transferred to the hybrid com-

pound of interest. The results collected in this work allow us to conclude that

the preparation of fenbendazole nanocrystals is the best strategy to improve its

dissolution rate in water and that this improvement has a very positive impact

on its oral bioavailability in ruminants. Furthermore, it is concluded that it is

possible to formulate valero-fenbendazole using the methodology employed for

its precursor and to obtain equally encouraging in vitro results.

Keywords:

poorly water-soluble anthelmintics, solid dispersions, self-dispersible

nanocrystals, dissolution rate, oral bioavailability.
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2.1 Ciclo de vida genérico de los nematodos gastrointestinales trans-

mitidos por el suelo más comunes en pequeños rumiantes . . . . 7

2.2 Estructuras genéricas de los derivados δ-valerolactámicos susti-
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4.14 Imágenes de microscoṕıa electrónica de barrido de valero-

fenbendazol puro . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100
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BOV variabilidad interocasión

BSV variabilidad interindividual

CL clearence

DLS dispersión de luz dinámica

DS dispersión sólida
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3.3.3 Análisis térmico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
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Caṕıtulo 1

Introducción

La resistencia de diversas y numerosas especies de helmintos parásitos a

los quimioterápicos antihelmı́nticos disponibles en el mercado es un fenómeno

ampliamente descripto a nivel mundial, tanto en salud humana como animal.

En páıses como Uruguay, cuya economı́a tiene una marcada dependencia con el

sector agŕıcola-ganadero, estos fenómenos se establecen no solamente como una

problemática sanitaria, sino que además impactan directamente en el sector

productivo y la economı́a. Puntualmente, en Uruguay, se han descrito casos de

resistencia a todas las clases de antihelmı́nticos empleadas en rumiantes en la

actualidad, incluyendo a los últimos fármacos introducidos al mercado.

La necesidad de nuevos quimioterápicos con nuevos mecanismos de acción

para hacer frente a esta problemática resulta clara, y en tal sentido, los grupos

de Qúımica Farmacéutica y Farmacoloǵıa de Facultad de Qúımica han desa-

rrollado y patentado nuevas moléculas de interés con potencial antihelmı́nti-

co. Estos compuestos, derivados h́ıbridos de benzimidazoles antihelmı́nticos y

2-Boc-amino-δ-valerolactama, tienen la limitante de ser altamente lipófilos y

presentar una solubilidad acuosa extremadamente limitada.

Resulta entonces indispensable contar con una plataforma tecnológica que

permita formular de forma racional y responsable los nuevos compuestos h́ıbri-

dos desarrollados, con el fin de maximizar su biodisponibilidad oral y preservar

su eficacia, para retrasar el desarrollo de resistencia asociada a eventos de sub-

dosificación. Por otra parte, en un escenario donde la aparición de nuevas clases

qúımicas de antihelmı́nticos es escasa, es necesario destinar esfuerzos a maxi-

mizar la eficacia de los compuestos activos que actualmente están disponibles

en el mercado. En este sentido, la reformulación de fármacos antihelmı́nti-
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cos con problemas de biodisponibilidad conocidos, como los benzimidazoles

antihelmı́nticos, utilizando sistemas de administración innovadores resulta un

enfoque interesante.

El objetivo de esta tesis fue desarrollar y aplicar tecnoloǵıa farmacéutica in-

novadora para la formulación de los nuevos compuestos h́ıbridos valerolactama-

benzimidazol obtenidos por el grupo, trabajando con un diseño comparativo

entre el compuesto h́ıbrido de mayor interés (valero-fenbendazol) y su precursor

benzimidazólico comercial (fenbendazol). Este manuscrito recopila el trabajo

de investigación realizado para alcanzar el objetivo propuesto y se organiza

como se describe a continuación.

El caṕıtulo 2 presenta brevemente la problemática general de las helmin-

tiasis en salud humana y animal, y describe el fenómeno de resistencia a com-

puestos antihelmı́nticos, en particular, en animales de producción. Además,

se resumen los antecedentes del grupo en la búsqueda de nuevas moléculas

con potencial antihelmı́ntico que derivaron en la patente de invención de los

h́ıbridos valerolactama-benzimidazol, compuestos con solubilidad en agua ex-

tremadamente limitada. Por último, se describe el desaf́ıo que representa for-

mular compuestos con baja solubilidad acuosa y se presenta un resumen de

las estrategias desarrolladas a nivel académico e industrial para mejorar la

biodisponibilidad de los compuestos con esta limitante.

El caṕıtulo 3 profundiza en la estrategia tecnológica de dispersión sólida

como una de las alternativas más estudiadas para la formulación de fármacos

poco hidrosolubles, cubriendo aspectos teóricos, diferentes metodoloǵıas de

fabricación y herramientas para su caracterización. Además, describe la me-

todoloǵıa empleada en esta investigación para la preparación de dispersiones

sólidas de fenbendazol mediante un proceso de fusión, estudiando dos poĺıme-

ros diferentes: poloxamer 188 y poloxamer 407. Se detallan en este caṕıtulo la

caracterización qúımico-estructural de las preparaciones obtenidas, aśı como

la evaluación de su desempeño mediante estudios de disolución in vitro.

En el caṕıtulo 4 se introducen aspectos teóricos, tecnológicos y de caracteri-

zación de nanocristales de fármacos pocos solubles en agua como marco teórico

que fundamenta la investigación desarrollada. Se describe el proceso de nano-

metrización de fenbendazol aplicado en este trabajo para producir nanocrista-

les redispersables. Se investiga cómo afecta el uso de diferentes estabilizantes

y su proporción final en el proceso de manufactura y se discute la caracteri-

zación qúımico-estructural realizada, incluyendo estudios de cristalinidad del
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principio activo y la evaluación de la disolución in vitro de los nanocristales ob-

tenidos. Finalmente, se describe la transferencia de la metodoloǵıa desarrollada

para fenbendazol al compuesto h́ıbrido de interés, valero-fenbendazole.

En el caṕıtulo 5, por un lado, se destacan aspectos relevantes de la far-

macocinética de los benzimidazoles antihelmı́nticos y, por otro, se introdu-

cen conceptos básicos de farmacocinética poblacional y modelos no lineales de

efectos mixtos. Por último, se describe la investigación desarrollada para el

estudio de la correlación entre la velocidad de disolución in vitro del fenben-

dazol nanometrizado y su biodisponibilidad en ovinos a través de un estudio

de biodisponibilidad comparada entre los nanocristales y la mezcla simple de

sus componentes (sin nanometrizar).

Las conclusiones generales de esta tesis se encuentran recogidas en el caṕıtu-

lo 6. Además, en el mismo caṕıtulo, se mencionan las perspectivas de trabajo

que se despreden de la investigación realizada.
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Caṕıtulo 2

Estado del conocimiento

Este caṕıtulo presenta, en primer lugar, la problemática de las helmintia-

sis en salud humana y veterinaria junto con generalidades sobre las especies

parasitarias de prevalencia con foco en animales de producción. Se presentan

brevemente los principales grupos farmacológicos empleados en la quimiotera-

pia de las helmintiasis y se realiza una breve introducción sobre el alarmante

fenómeno de resistencia parasitaria a estos compuestos. En segundo lugar, se

resumen los avances logrados en la búsqueda de nuevos compuestos de śınte-

sis con actividad antihelmı́ntica, en el marco del Grupo interdisciplinario para

la búsqueda de nuevos antihelmı́nticos del Área Farmacoloǵıa y el grupo de

Qúımica Farmacéutica de la Facultad de Qúımica de la Universidad de la

República (UdelaR). Se presentan las nuevas moléculas obtenidas en la trayec-

toria recorrida de ambos grupos, derivadas de benzimidazoles y valerolactamas,

con prometedora actividad in vitro y el desaf́ıo de su baja solubilidad acuosa

como un problema común a muchos otros fármacos de śıntesis a la hora de

lograr terapias eficaces. Por último, se reseñan los avances más promisorios en

el abordaje de la formulación farmacéutica de compuestos con baja solubilidad

acuosa, con énfasis en la mejora de su biodisponibilidad oral.
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2.1. Las helmintiasis en salud humana y vete-

rinaria

Las helmintiasis se definen como aquellas enfermedades que son producidas

por gusanos parásitos, también llamados helmintos, que viven alojados en los

tejidos o en el intestino de un organismo vertebrado. Los helmintos se clasi-

fican como metazoos, lo que significa que conforman un grupo sin categoŕıa

taxonómica de animales pluricelulares constituidos por células diferenciadas y

agrupadas en tejidos y órganos.

A su vez, el grupo de los gusanos parásitos incluye especies de dos grandes

filos: nematoda y platelminto. Los nematodos, también conocidos como gusa-

nos redondos, no son segmentados y presentan individuos con sexos separados.

En cambio, los platelmintos son gusanos planos y hermafroditas (a excepción

de Schistosoma) que pueden dividirse en dos clases: los cestodos, que son seg-

mentados y hermafroditas; y los trematodos, no segmentados, con forma de

hoja y hermafroditas o con sexos separados (Pumarola, 1987; Hotez, 2008)

Dentro del filo de los nematodos, se encuentran los principales parásitos

gastrointestinales, también conocidos como helmintos transmitidos por el suelo

—de donde deriva el término geohelmintiasis— (Hotez, 2008). Estas parasitosis

son comunes tanto en salud humana como animal y son transmitidas a través

de los huevos de los parásitos gastrointestinales, que se eliminan junto con las

heces de los individuos infestados (el ciclo de vida se presenta en la figura 2.1).

Se estima que más de un cuarto de la población mundial está en riesgo de

infectarse por helmintos transmitidos por el suelo como Ascaris lumbricoides,

Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Trichuris trichiura y Strongy-

loides stercoralis ; especialmente quienes viven en regiones con dificultades de

acceso a agua potable y saneamiento (Jourdan et al., 2018). Los últimos re-

portes indican que estas parasitosis afectan aproximadamente a casi dos mil

millones de personas en todo el mundo (Pullan et al., 2014). La morbilidad que

causan vaŕıa de acuerdo con el número de parásitos contenidos en el hospede-

ro, por lo que pueden asociarse una gran variedad de morbilidades cĺınicas que

incluyen dolor abdominal, anemia, desnutrición y, en casos de infección grave,

puede incluso afectar el crecimiento o desarrollo cognitivo, principalmente en

niños y adolescentes (Lo et al., 2020).

Además de impactar en la salud humana, las helmintiasis se encuentran en-

tre las principales enfermedades a nivel mundial que afectan animales de pro-

6



Figura 2.1: Ciclo de vida genérico de los nematodos gastrointestinales transmitidos
por el suelo más comunes en pequeños rumiantes. Las hembras adultas contenidas
en el abomaso o los intestinos del hospedero producen huevos que son liberados a
las pasturas en las heces del rumiante, donde tienen lugar la eclosión de los huevos
y el desarrollo larvario. En la primera etapa, se forma una larva que vive dentro del
huevo hasta su eclosión. Después de la eclosión, las larvas se alimentan de bacterias
y pasan por dos mudas hasta alcanzar el estadio infectivo (L3). Las L3 salen de las
heces y llegan a las pasturas donde son ingeridas por ovejas y cabras. En pequeños
rumiantes, los nematodos gastrointestinales de mayor importancia son del orden
Strongylida y la mayoŕıa pertenecen a la superfamilia Trichostrongyloidea, todos
ellos comparten ciclos de vida muy similares al representado en el esquema (Zajac,
2006). Imagen creada en BioRender.com.

ducción como ovinos, bovinos y equinos (Woodgate et al., 2017). Los parásitos

gastrointestinales de mayor prevalencia en rumiantes suelen ser nematodos;

entre ellos, los siguientes destacan por su impacto a nivel productivo:

En ovinos: Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcinta, Trichos-

trongylus vitrinus y colubriformis, y Nematodirus battus

En bovinos: Ostertagia ostertagi, Cooperia pectinata y punctata, y Hae-

monchus placei

Estos nematodos gastrointestinales comparten ciclos de vida directos1 si-

1Los ciclos de vida directos o monoxenos son aquellos donde el parásito requiere de un
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milares, que incluyen estadios larvarios y de huevo de vida libre, mientras que

los estadios parasitantes inmaduros y los gusanos adultos viven dentro del hos-

pedero definitivo. Además, el tercer estadio larvario (larva 3) suele ser quien

tiene la capacidad de infectar al hospedero. Estos ciclos de vida directos y el

acceso a través del pastoreo a los estadios infectivos de los parásitos, hacen que

los rumiantes sean un blanco fácil para muchas de las especies mencionadas

(Dyary, 2016).

En animales adultos sin otras patoloǵıas, el sistema inmune del hospede-

ro puede mantener el número de helmintos bajo control, de modo que, en

ciertas ocasiones, las helmintiasis transcurren sin que se presenten śıntomas

cĺınicos. Sin embargo, en animales jóvenes o enfermos, o en aquellos donde la

carga parasitaria es muy alta, las helmintiasis tienen un gran impacto en el

estatus sanitario del hospedero (European Medicines Agency, 2017). En estos

casos, aspectos como la producción y el desempeño de los animales se ven

enormemente comprometidos al generarse daño en los tejidos infectados —con

disminución del rendimiento del órgano afectado—, un mayor gasto energético

del animal —producto de la alteración de sus mecanismos inmunológicos—,

y una disminución en el consumo de alimento (Dyary, 2016), lo cual puede

incluso aumentar la mortalidad de las poblaciones infectadas.

En páıses donde el pastoreo extensivo es la práctica productiva de elección,

ocurren anualmente pérdidas económicas millonarias asociadas tanto a la dis-

minución de la productividad, por el estado sanitario de los animales, como a

los costos que implican las medidas de control de las infecciones (Dyary, 2016;

McKellar y Jackson, 2004). Si bien se considera que el gran impacto de las

helmintiasis en el sector productivo podŕıa reducirse a través de mejoras en el

saneamiento y control de las pasturas, o a través de enfoques alternativos, aún

en desarrollo, como vacunas (Hewitson y Maizels, 2014; Waller, 2006a, 2006b,

2003; Zhan et al., 2014), hoy, el control de estas parasitosis sigue dependien-

do principalmente de quimioterapia. Sin embargo, el abuso en el uso de los

fármacos antihelmı́nticos disponibles, entre otros aspectos, ha desembocado

en el rápido desarrollo del fenómeno de resistencia en todo el mundo (Jabbar

et al., 2006; Papadopoulos, 2008).

único hospedero para completar su ciclo de vida.
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2.1.1. Quimioterapia antihelmı́ntica y la problemática

de resistencia

Los principales grupos farmacológicos diseñados con el propósito de tra-

tar las infecciones por parásitos helmintos en animales de producción son:

los fármacos benzimidazólicos (McKellar, Scott et al., 1990); el triclabendazol

(Brennan et al., 2007); los imidazotiazoles y tetrahidropirimidinas (Martin y

Robertson, 2007); las lactonas macroćıclicas (Vercruysse, Rew et al., 2002); los

derivados de aminoacetonitrilo (Kaminsky et al., 2008); algunos compuestos

organofosforados (Knowles y Casida, 1966); las salicilanilidas y fenoles sus-

titúıdos (Swan, 1999); y los espiroindoles (Woods et al., 2012). La tabla 2.1

resume los mecanismos de acción de las familias mencionadas, algunos com-

puestos ejemplo y su fecha de aparición en el mercado.

Tabla 2.1: Grupos de antihelmı́nticos más comunes empleados en medicina veteri-
naria. Ejemplo de fármacos, mecanismos de acción e ingreso al mercado.

Grupo
farmacológico

Fármaco
ejemplo

Mecanismo de acción
Ingreso
al mercado

Fenotiazinas Fenotiazina
Antagonistas de receptores
nicot́ınicos

40s

Piperazinas Piperazina Agonistas de receptores GABA 50s

Benzimidzoles Albendazol
Inhibidores de la polimerización
de tubulinas

60s

Organofosforados Naftalofos Inhibidores de acetilcolinesterasa 60s
Imidazotiazoles y
tetrahidropirimidinas

Levamisol Agonistas de receptores nicot́ınicos 70s

Lactonas macroćıclicas Ivermectina
Agonistas de canales de cloruro
sensibles a glutamato

80s

Salicilanilidas y
fenoles sustitúıdos

Closantel Desacoplan la fosforilación oxidativa 80s

Pirazinaisoquinolinas Praziquantel
Aumentan la permeabilidad
a iones de calcio

80s

Ciclooptadepsipéptidos Emodepside Activa canales de potacio SLO-1 2000s
Derivados de
aminoacetonitrilo

Monepantel
Agonista de receptores
nicot́ınicos de nematodo

2009

Espiroindoles Dercuantel
Antagonista de receptores
nicot́ınicos

2010

Los mecanismos de acción farmacológicos suelen diferir entre los distintos

grupos de antihelmı́nticos, abarcando, por ejemplo, desde la inhibición de la po-

limerización de tubulinas por fármacos benzimidazólicos hasta la interferencia

en el correcto funcionamiento de los receptores nicot́ınicos de acetilcolina cau-

sada por los imidazotiazoles. Sin embargo, el rápido desarrollo de resistencia

parasitaria es un fenómeno común a los principales grupos terapéuticos co-
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mercializados e involucra diversas especies de helmintos (Charlier et al., 2014,

2020; Kaplan y Vidyashankar, 2012).

Según Geary et al. (2012), la resistencia antihelmı́ntica puede definirse co-

mo la capacidad de los parásitos para sobrevivir a dosis de fármaco que nor-

malmente seŕıan suficientes para eliminar parásitos de la misma especie y en

el mismo estadio. Los mecanismos por los cuales algunos individuos de una

población de parásitos pueden adquirir la capacidad de resistir a los trata-

mientos farmacológicos son variados1; sin embargo, el problema reside en que

son heredables. Esto significa que, rápidamente, los cambios a nivel del mate-

rial genético que confieren resistencia a unos pocos parásitos son transmitidos

a su progenie y, a su vez, el uso de fármacos antihelmı́nticos selecciona las po-

blaciones resistentes al eliminar la competencia de las poblaciones susceptibles2

(Dyary, 2016; Shalaby, 2013).

Desde los primeros reportes de resistencia parasitaria, el desarrollo de com-

puestos antihelmı́nticos con nuevos mecanismos de acción ha sido escaso e

inmediatamente seguido de reportes de resistencia (Fleming et al., 2006; Ka-

minsky et al., 2011t), como puede verse en la tabla 2.2. Para ejemplificar,

puede considerarse el caso del monepantel, introducido en el mercado en 2008

1En ĺıneas generales, los mecanismos de resistencia impiden la unión entre el fármaco y su
blanco de acción, lo cual pude generase a partir de modificaciones en la estructura o en el nivel
de expresión del blanco farmacológico (por ejemplo asociadas a variaciones en la secuencia
de ADN que afectan una única base de un gen determinado) o mediante la disminución de
la concentración intracelular del fármaco (por un aumento de su tasa de metabolización o
de su expulsión al medio extracelular) (Teixeira, 2021). Por ejemplo, la resistencia de los
nematodos parásitos a los benzimidazoles se relaciona con variaciones en la secuencia de
ADN en el gen que codifica para el isotipo 1 de la β tubulina (su blanco farmacológico)
lo que determina una pérdida de afinidad (Robertson et al., 2012), además, también se ha
constatado un aumento de la metabolización de benzimidazoles en cepas resistentes de H.
contortus, respecto a cepas susceptibles (Mungúıa, 2014). El estudio de distintos nematodos
resistentes a levamisol muestra que en todos los casos ocurre una disminución en el número
de receptores nicot́ınicos sensibles al fármaco (Robertson et al., 2012). Por útlimo, para el
caso de la resistencia a las lactonas macroćıclicas, han sido detectadas diversas variaciones en
la secuencia de ADN en los genes que codifican para los canales GluCl, que determinaŕıan la
expresión de receptores con menor afinidad por este grupo de fármacos (Beech et al., 2011).

2Shalaby (2013) resume que el consenso general es que la resistencia a los antihelmı́nticos
pareceŕıa ser un fenómeno hereditario preadaptativo. Esto significa que las mutaciones, de-
leciones o amplificaciones de genes espećıficos que confieren la resistencia estaŕıan presentes
en la población de parásitos desde antes de que se utilice el fármaco por primera vez. Bajo
estas circunstancias, al exponer a la población de gusanos a un antihelmı́ntico, se selecciona
la población resistente eliminando a los individuos susceptibles, ya que los únicos gusanos
que debeŕıan sobrevivir seŕıan los portadores de los genes que confieren resistencia. El autor
explica que durante un peŕıodo corto (hasta que el animal se vuelve a infectar con gusanos
susceptibles), los sobrevivientes resistentes son los únicos gusanos que ponen huevos y, de
esta manera, aumenta el acervo genético para la resistencia.
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para el tratamiento de helmintiasis en animales de producción —luego de un

peŕıodo de casi 30 años sin registrarse nuevos compuestos—. Solamente cuatro

años después de su lanzamiento al mercado se publicó el primer reporte de

resistencia en Nueva Zelanda (Scott et al., 2013), seguido luego de otros páıses

como Uruguay (Mederos et al., 2014), Australia (Sales y Love, 2016) y Brasil

(Cintra et al., 2016); e involucrando diferentes especies de nematodos como

Haemonchus, Teladorsagia y Trichostrongylus.

Tabla 2.2: Salida al mercado y primeros reportes de resistencia de algunos anti-
helmı́nticos comerciales.

Ejemplo de fármaco Ingreso al mercado Reporte de resistencia

Tiabendazol 1961 1964

Levamisol 1968 1979

Ivermectina 1981 1988

Monepantel 2009 2013

Derquantel 2010 2012

Se propone que los principales factores que influyen en la tasa de desarrollo

de resistencia farmacológica son la frecuencia excesiva de los tratamientos y la

administración de dosis inadecuadas (generalmente subdosificaciones), además

de otros como los tratamientos masivos y los tratamientos basados en un único

fármaco (Shalaby, 2013). Según Woodgate et al. (2017), las subdosificaciones

de fármaco se generan usualmente en sistemas de producción a gran escala

debido a subestimaciones del peso del animal vivo al calcular las dosis, pero,

además, el método de administración de fármaco también influye en el riesgo

de desarrollar resistencia a antihelmı́nticos. Los autores explican que, en pe-

queños rumiantes, los tratamientos orales son los más comúnmente utilizados

debido a que la evidencia señala que son más efectivos en comparación con for-

mulaciones inyectables o tópicas, incluso a pesar de que se alcancen menores

concentraciones plasmáticas en el huésped1. Además, los autores mencionan

numerosos reportes que señalan como otro potencial riesgo para el desarro-

llo de resistencia el uso de formulaciones de liberación lenta y sostenida de

fármaco.

1Lanusse et al. (2014) discuten sobre la relación entre la elección de la v́ıa de admi-
nistración del fármaco y el parásito que se desea atacar. Principalmente la localización del
parásito en el tracto gastrointestinal podŕıa explicar la aparente mejora en la eficacia de los
tratamientos orales, para algunas especies.
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En este escenario, resulta evidente no solo la urgencia de introducir al mer-

cado fármacos con nuevos mecanismos de acción y formularlos de la forma más

eficiente posible para disminuir el riesgo de subdosificación; si no, además, la

necesidad de lograr un uso más eficiente de los compuestos actualmente co-

mercializados, cuya mayoŕıa cuenta con muy baja o nula solubilidad en agua.

En este sentido, la reformulación de fármacos antihelmı́nticos poco solubles en

agua mediante el uso de sistemas de administración innovadores es un enfoque

que resulta interesante para maximizar la disolución de los fármacos comer-

ciales y preservar su eficacia (Hennessy, 1997; Lanusse et al., 2014). Optimizar

la formulación del fármaco y, por lo tanto, su biodisponibilidad oral puede

mejorar su eficacia contra ciertas cepas resistentes del parásito, ya que puede

mejorar tanto la concentración del fármaco en el sitio donde se ubica el parásito

como el tiempo de exposición (Álvarez et al., 2012; Lanusse et al., 2014).

2.1.2. Nuevos h́ıbridos valerolactama-benzimidazol con

potencial antihelmı́ntico

El Área de Farmacoloǵıa y el grupo de Qúımica Farmacéutica de la Facultad

de Qúımica de la UdelaR han trabajado en la śıntesis y evaluación biológica

de nuevos compuestos con actividad antihelmı́ntica para aportar soluciones

a la problemática de resistencia farmacológica descrita anteriormente. En el

marco de esta colaboración interdisciplinaria, se trabajó inicialmente en la

simplificación molecular de la familia de las bengamidas, productos naturales

de origen marino que se encuentran en esponjas del género Jaspis, con probada

actividad antitumoral, antibacterial y antihelmı́ntica (Crews y Hunter, 1993;

White et al., 2017).

Esta búsqueda derivó en la obtención de una serie de derivados

δ-valerolactámicos sustituidos (ver figura 2.2) que presentaron excelentes resul-

tados de actividad antihelmı́ntica in vitro contra el nematodo Nippostrongilus

basiliensis (Gordon, 1998). Sin embargo, estudios de actividad y farmacocinéti-

ca en modelos murinos y ovinos demostraron que los compuestos carećıan de

actividad in vivo debido que se eliminaban muy rápidamente del hospedero

(Mendina, 2009). Además, se demostró mediante estudios de difusión parasita-

ria ex vivo que estos compuestos presentaban una pobre capacidad de ingresar

al parásito (Mungúıa et al., 2015).

Con el fin de mejorar las propiedades fisicoqúımicas de los nuevos compues-
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Figura 2.2: Estructuras genéricas de los derivados δ-valerolactámicos sustitúıdos,
obtenidos por Gordon (1998), que dieron lugar a la 2-Boc-amino-δ-valerolactama
(Mendina, 2009), precursora de los los h́ıbridos valerolactama-benzimidazol (Mun-
gúıa, 2014) junto con los benzimidazoles antihelmı́nticos (estructura genérica).

tos se realizaron aproximaciones sintéticas de hibridación molecular1 utilizando

dos subunidades estructurales distintas, ambas con actividad antihelmı́ntica.

Se realizó la hibridación del compuesto 2-Boc-amino-δ-valerolactama2 con es-

tructuras derivadas de diferentes fármacos benzimidazólicos (elegidos con el

fin de aumentar la lipofilia de los derivados δ-valerolactámicos para mejorar

sus perfiles de difusión intraparasitaria, ver figura 2.2). De este modo, se obtu-

vieron los nuevos compuestos h́ıbridos valerolactama-benzimidazol (ver figu-

ra 2.2), patentados por el grupo (Mungúıa et al., 2013; Mendina, 2014). Para

estos compuestos, pudo comprobarse que la difusión intraparasitaria alcanzó

magnitudes similares a las de sus precursores benzimidazólicos (Mungúıa et al.,

2015), a la vez que se constató que su actividad antihelmı́ntica in vitro contra

el nematodo N. brasiliensis fue del orden de la presentada por sus precursores

1La hibridación molecular consiste en la unión de las subunidades activas de dos o más
fármacos para obtener una nueva estructura qúımica que mantenga las propiedades de interés
de sus precursores. Se busca, de este modo, mejorar aspectos estructurales de los fármacos
precursores como, por ejemplo, aumentar la potencia, superar mecanismos de resistencia a
la actividad, mejorar perfiles fisicoqúımicos o farmacocinéticos, cambiar el perfil metabólico
o disminuir toxicidad (Teixeira, 2021).

2Derivado δ-valerolactámico que presentara valores de actividad antihelmı́ntica in vitro
significativamente superiores a patrones antihelmı́nticos comerciales utilizados como referen-
cia (Gordon et al., 1997).
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δ-valerolactámicos (Mungúıa, 2014).

Entre todos los compuestos sintetizados, el que presentó mejores valores

de actividad antihelmı́ntica in vitro fue el h́ıbrido valero-fenbendazol (VAL-

FBZ), derivado de fenbendazol (FBZ) (Mungúıa et al., 2013), cuyas estructuras

qúımicas pueden verse en la figura 2.3. Además, el FBZ y el VAL-FBZ fueron

los compuestos que alcanzaron mayores concentraciones intraparasitarias en los

estudios de difusión ex vivo en el nematodo de interés H. contortus, indicando

que son quienes mejor permean las barreras parasitarias (Mungúıa et al., 2015).

Por otra parte, se pudo constatar que el VAL-FBZ no sufre sulfoxidación por

parte del metabolismo parasitario, en las condiciones evaluadas (Mungúıa et

al., 2015).

Figura 2.3: Estructuras qúımicas de fenbendazol y valero-fenbendazol.

Si bien el VAL-FBZ se presenta como un gran candidato a ser evaluado

en estudios de eficacia antihelmı́ntica in vivo en rumiantes, al igual que su

precursor, FBZ, y los demás fármacos del grupo de los benzimidazoles anti-

helmı́nticos, presenta una muy baja solubilidad en agua. Ha sido ampliamente

estudiado que la limitante en la solubilidad de FBZ tiene un marcado impac-

to sobre su absorción oral (Campbell, 1990; Lanusse et al., 2014), a pesar de

su gran capacidad para atravesar membranas biológicas. Diferentes reportes

demuestran que aumentar la velocidad de disolución de FBZ puede condu-

cir a una mayor biodisponibilidad y, en consecuencia, a una mayor eficacia

terapéutica (Álvarez et al., 1999; Pensel et al., 2015, 2018).

Si se comparan los valores de lipofilia estimados para FBZ y VAL-FBZ, y
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los resultados de sus capacidades para permear barreras parasitarias (ver ta-

bla 2.3), es de esperar que los compuestos h́ıbridos valerolactama-benzimidazol

y, en particular, VAL-FBZ, tengan un comportamiento farmacocinético muy

similar a sus precursores benzimidazólicos. Esto significa que es en extremo

probable que VAL-FBZ presente las mismas dificultades que FBZ para alcan-

zar concentraciones terapéuticas efectivas in vivo. En este sentido, los nuevos

compuestos deberán ser convenientemente formulados, no solo para maximizar

su disponibilidad y eficacia, sino también para retrasar al máximo la aparición

de eventos de resistencia asociados a posibles subdosificaciones.

Tabla 2.3: Comparación de lipofilia y permeabilidad parasitaria entre fenbendazol
y el h́ıbrido valero-fenbendazol. Tabla adaptada de Mungúıa et al. (2014)

Compuesto
Concentración intraparasitaria

(nmoles/100 mg de protéınas)(a)
Factor de lipofilia

φ0(b)

Fenbendazol 6.15 ± 1.97 62.5

Valero-fenbendazol 4.36 ± 1.44 67.1

(a) Estudios realizados en el nemaotodo de interés productivo H. contortus. La concentración parasitaria se
considera como una medida de la capacidad de los compuestos para atravesar las membranas del parásito.
(b) La lipofilia fue determinada experimentalmente mediante la estimación del factor de capacidad φ0 por
HPLC en fase reversa.

2.2. Fármacos con baja solubilidad en agua

Cuando se administra un fármaco por v́ıa oral, su disolución en el tracto

gastrointestinal, su capacidad para permear membranas y su metabolización

durante el proceso de absorción serán los factores que, en conjunto, determi-

narán la cantidad de fármaco incambiado que ingrese a la circulación sistémica,

es decir, su biodisponibilidad. Los compuestos con baja solubilidad en agua

están relacionados con mayores tasas de deserción durante el desarrollo de

fármacos1 y mayores costos durante el desarrollo de medicamentos, debido a

que, en gran medida, la solubilidad del fármaco puede ser un factor condicio-

nante para su formulación y también para la eficacia del tratamiento (Di et al.,

2012). Si el fármaco no logra disolverse en cantidad y permanecer disuelto du-

rante un tiempo suficiente en su tránsito gastrointestinal, no podrá atravesar

las membranas biológicas necesarias para ejercer su acción (figura 2.4).

1Este factor refleja el nivel de pérdida de nuevos candidatos a fármacos durante el proceso
de desarrollo precĺınico a cĺınico y durante su desarrollo cĺınico.
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Figura 2.4: Liberación del fármaco y eventos subsecuentes luego de la administra-
ción oral de un medicamento. Las etapas que limitan la absorción oral de fárma-
cos son: la liberación del fármaco desde la forma farmacéutica, la permanencia del
fármaco disuelto en sitios claves para su absorción y la permeación de las moléculas
a través de las membranas gastrointestinales hasta llegar a la circulación sistémica.
Además, el metabolismo hepático y entérico también afectan la biodisponibilidad.
Imagen adaptada de Dressman y Reppas (2000).

El sistema de clasificación biofarmacéutica (BCS) ideado por Amidon et

al. (1995) provee un marco para la clasificación de las sustancias farmacológi-

cas en función de su solubilidad en agua y su permeabilidad intestinal. Este

sistema permite clasificar los fármacos en cuatro clases, como se muestra en

la figura 2.5). La clase i comprende fármacos relativamente solubles en agua

que se absorben bien en el tracto gastrointestinal, caracteŕısticas ideales para

una biodisponibilidad óptima que, en general, es superior al 90 %. La clase ii

contiene a los fármacos que son relativamente insolubles en agua2, pero con

buena permeabilidad gastrointestinal. La clase iii consiste en fármacos solubles

2Según la FDA, un fármaco se considera altamente soluble cuando la dosis más al-
ta es soluble en un máximo de 250 mL de medio acuoso, en un rango de pH de 1.0 a
6.8 a 37 °C ± 1 °C. A efectos prácticos, varios autores consideran como poco solubles en
agua aquellos compuestos que presentan solubilidades en agua menores a 0.1 mg/mL a
37 °C, en un rango de pH entre 1.0 y 8.0 (Chavda et al., 2010; Hörter y Dressman, 2001).
A su vez, la FDA considera un fármaco como altamente permeable cuando el grado de ab-
sorción de una dosis administrada en humanos (considerando los metabolitos) es mayor o
igual a 85 %, según una determinación del balance de masa o en comparación con una dosis
de referencia intravenosa. La permeabilidad también se puede evaluar mediante métodos in
vitro validados y estandarizados utilizando células Caco-2 (FDA, 2018; ICH, 2018)
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en agua pero que no penetran fácilmente en las membranas mucosas y, por lo

tanto, tienen una biodisponibilidad oral baja. Finalmente, la clase iv reúne a

los compuestos insolubles en agua que no atraviesan fácilmente las membranas

mucosas.

Figura 2.5: Sistema de clasificación biofarmacéutica.

En sus inicios, el BCS fue pensado y diseñado para que los organismos

regulatorios de medicamentos pudieran otorgar exenciones para estudios de

bioequivalencia in vivo para la aprobación de cambios en especialidades far-

macéuticas previamente aprobadas o de nuevos medicamentos genéricos, a par-

tir, únicamente, de la colección de datos in vitro (perfiles de disolución). Sin

embargo, este sistema es reconocido como una herramienta de gran utilidad

para tomar decisiones en etapas tempranas del desarrollo de nuevos compues-

tos activos, ya que, por ejemplo, permite detectar fármacos que deberán contar

con estrategias de formulación apropiadas como requisito indispensable para

ser estudiados en ensayos cĺınicos. En este sentido, los estudios de solubilidad,

permeabilidad y estabilidad metabólica de los candidatos a fármacos han sido

integrados por la mayoŕıa de las compañ́ıas farmacéuticas como parte funda-

mental de los screens de alto rendimiento y en la optimización de ĺıderes (Ku,

2008).
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Los datos indican que alrededor de un 40 % de los ingredientes activos far-

macéuticos del mercado son poco solubles en agua (Loftsson y Brewster, 2010).

Sin embargo, cuando el foco se pone en el desarrollo de nuevas moléculas, el

número presenta un aumento claro: se estima que entre un 75 y un 90 % de

los nuevos candidatos a fármacos pertenecen a las clases ii y iv del BCS (Di

et al., 2012; Jermain et al., 2018; Loftsson y Brewster, 2010; Mohammad et

al., 2019). En particular, por las propiedades ya mencionadas en el apartado

anterior, el FBZ se clasifica como clase ii (Vignaduzzo et al., 2017), es decir

que su solubilidad en el medio gastrointestinal es demasiado baja para que se

produzca su absorción completa, a pesar de que presenta una alta permeabi-

lidad de membranas. Considerando los datos de permeabilidad y lipofilia de

VAL-FBZ aportados por (Mungúıa et al., 2015) y la baja solubilidad estimada

para este h́ıbrido (ver apartado 4.3.2), es posible predecir que tendrá un com-

portamiento biofarmacéutico muy similar a FBZ y clasificarlo también dentro

de la clase ii del BCS.

Si bien los factores que afectan la absorción de fármacos son múltiples y

complejos, Jermain et al. (2018) proponen que la ecuación de máxima dosis

absorbible (MAD), ecuación 2.1, permite ilustrar el desaf́ıo que presentan los

fármacos pocos solubles en agua durante su proceso de absorción:

MAD = Ka · SpH · VSI · t (2.1)

En esta ecuación, Ka representa la constante de velocidad de absorción in-

testinal (relacionada a la permeabilidad), SpH es la solubilidad a pH intestinal,

t es el tiempo de tránsito y VSI es el volumen intestinal disponible durante el

tránsito del fármaco a través del intestino delgado. Los autores explican que,

según este modelo, el fármaco debe disolverse en el estómago y mantenerse

disuelto a través de las transiciones de pH en su camino hacia el intestino, o

bien disolverse rápidamente a pH intestinal para asegurar su absorción. Para

fármacos con baja solubilidad, SpH es el factor limitante en la MAD, pero, si

se logra aumentar de forma sustancial, el factor limitante pasa a ser la velo-

cidad de absorción intestinal. Por este motivo, para los fármacos de clase ii,

el impacto de mejorar su velocidad de disolución y solubilidad en el tracto

gastrointestinal es notable.
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2.2.1. Estrategias tecnológicas para mejorar la biodis-

ponibilidad oral de fármacos

Las formas farmacéuticas de administración oral constituyen la mayoŕıa de

las prescripciones médicas y veterinarias, sin embargo, para la industria far-

macéutica, el desarrollo de nuevas formulaciones es uno de los mayores desaf́ıos,

principalmente cuando se desea alcanzar una adecuada biodisponibilidad de

fármacos poco solubles en agua. Numerosas estrategias han sido desarrolladas

con este fin, poniendo el foco en aumentar la velocidad de disolución o solubili-

dad de fármacos. La obtención de polimorfos o del estado amorfo del fármaco,

su inclusión en complejos con ciclodextrinas, la disminución de su tamaño de

part́ıcula, la formación de sales, su inclusión en liposomas, o la preparación de

dispersiones sólidas son solo algunos ejemplos de las aproximaciones disponi-

bles (Leuner y Dressman, 2000). La tabla 2.4 resume las principales técnicas

empleadas para mejorar la solubilidad o velocidad de disolución de fármacos

poco solubles en agua.

El éxito de las aproximaciones mencionadas se explica por la modulación de

uno o más de los eventos involucrados en la disolución de un soluto: la ruptura

de sus enlaces intermoleculares; la separación de las moléculas del solvente

para recibirlo y la formación de nuevas interacciones entre el solvente y el

soluto (Ghumre et al., 2021). Además, como se describe más en profundidad

en el caṕıtulo 4 de esta Tesis (apartado 4.1.1), la velocidad de disolución de

un sólido puede describirse como una función que depende del área superficial

del fármaco, del grosor de la capa de difusión y de su solubilidad de saturación

(Noyes y Whitney, 1897). A su vez, entre los factores que impactan en la

solubilidad de saturación pueden contarse: la forma cristalina del fármaco (si

es amorfo o si presenta polimorfismo), su lipofilia, su solubilidad acuosa y su

pKa (además del perfil de pH gastrointestinal y la capacidad del fármaco de

ser cosolubilizado por los surfactantes propios del medio gastrointestinal). Por

otro lado, el área superficial del fármaco disponible para que tenga lugar el

proceso de disolución es afectada por el tamaño de las part́ıculas de soluto y

por la presencia de agentes humectantes que le permitan entrar en contacto

con el medio acuoso (Hörter y Dressman, 2001).

Una vez que se cuenta con un fármaco poco soluble en agua del que se

conocen sus propiedades fisicoqúımicas, podrán determinarse los posibles ca-

minos a seguir para obtener formulaciones seguras y eficaces. El esquema de
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Tabla 2.4: Resumen de las estrategias empleadas para mejorar la solublidad acuosa
de fármacos.

Clasificación Estrategia utilizada Técnicas empleadas

Modificaciones f́ısicas

Micronización
Nanometrización
Sonocristalización

Reducción del tamaño de part́ıcula

Flúıdos supercŕıticos

Dispersión en matrices

Método de fusión
Método de solvente
Secado por aspersión
Irradación con microondas
Liofilización

Modificación de la forma cristalina -

Modificaciones qúımicas

Complejación

Comolienda
Método de amasado
Neutralización
Secado por aspersión
Irradación con microondas
Coprecipitación
Liofilización

Cambio de pH -
Śıntesis de profármacos -
Formación de sales -
Uso de cosolventes -
Formación de cocristales -
Hidrotroṕıa -

Otros métodos

Microemulsiones
Solubilización con surfactantes

Sistemas autoemulsificantes
Flúıdos supercŕıticos -
Solubilización en miscelas -

la figura 2.6 muestra las diferentes aproximaciones que pueden seleccionarse

para formular un compuesto según sus propiedades fisicoqúımicas. A modo de

ejemplo, si el compuesto que quiere formularse permite la formación de una sal

o su solubilidad mejora con pequeñas variaciones de pH, estas serán las apro-

ximaciones de elección; en caso de que estas opciones no sean viables, pero

el compuesto presente cierta solubilidad en solventes orgánicos podrá optarse

por el agregado de cosolventes o por vehiculizarlo en alguna clase de sistema

liṕıdico. Finalmente, las estrategias que quedan disponibles para fármacos que

deben administrarse a altas dosis, y presentan puntos de fusión y lipofilias

altas, son cada vez más reducidas. Las alternativas serán formularlo como un

complejo de inclusión, si el compuesto presenta una forma molecular que lo

permita, o someterlo a un proceso de nanometrización.
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Figura 2.6: Árbol de decisión para la selección de la formulación, adaptado de
Rabinow (2004). Se contemplan las aproximaciones de aplicación más sencillas como
primera opción.
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L. I., Allemandi, D., Benoit, J. P., Palma, S. D., y Elissondo, M. C.

(2015). Cystic echinococcosis therapy: albendazole-loaded lipid nano-

capsules enhance the oral bioavailability and efficacy in experimentally

infected mice. Acta tropica, 152, 185-194.

Pensel, P. E., Paredes, A., Albani, C. M., Allemandi, D., Bruni, S. S., Palma,

S. D., y Elissondo, M. C. (2018). Albendazole nanocrystals in experi-

26



mental alveolar echinococcosis: enhanced chemoprophylactic and clini-

cal efficacy in infected mice. Veterinary parasitology, 251, 78-84.

Pullan, R. L., Smith, J. L., Jasrasaria, R., y Brooker, S. J. (2014). Global

numbers of infection and disease burden of soil transmitted helminth

infections in 2010. Parasites & vectors, 7 (1), 1-19.
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Caṕıtulo 3

Dispersiones sólidas de

fenbendazol

Este caṕıtulo se articula de la siguiente forma. En primer lugar, sección

3.1, se describen los sistemas de dispersión sólida, aśı como el impacto de

su aplicación en la formulación de compuestos activos poco solubles en agua,

con el objetivo de mejorar su velocidad de disolución acuosa y biodisponibi-

lidad oral. En segundo lugar, sección 3.2, se detalla la metodoloǵıa empleada

para la preparación y caracterización de dispersiones sólidas de fenbendazol

—fármaco muy poco soluble en agua, perteneciente a la familia de los ben-

zimidazoles antihelmı́nticos—, mediante un proceso de fusión, empleando dos

matrices poliméricas diferentes —poloxamer 188 y 407— y variando sus pro-

porciones. Se describe también la metodoloǵıa aplicada para la caracterización

qúımico-estructural y reológica de las preparaciones. En la tercera sección, 3.3,

se presentan los resultados obtenidos de la caracterización de las preparacio-

nes, que posteriormente se discuten en la sección 3.4. La discusión mencionada

se centra en las mejoras alcanzadas en la velocidad de disolución del principio

activo y en los estudios de microscoṕıa Raman confocal realizados, resaltando

su utilidad para mapear cualitativamente la distribución de los componentes

en las diferentes preparaciones. Finalmente, la sección 3.5. presenta las conclu-

siones de este caṕıtulo.
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3.1. Dispersiones sólidas: aspectos teóricos y

estado del arte

El principal desaf́ıo al momento de mejorar la biodisponibilidad de los

fármacos clasificados como clase ii y iv en el BCS (ver sección 2.2 para una

definición de este sistema de clasificación) es aumentar su velocidad de diso-

lución en el tracto gastrointestinal del organismo de interés. En tal sentido, la

formulación de este tipo de compuestos como dispersión sólida (DS) ha sido

una estrategia ampliamente explorada y desarrollada desde la primera mención

de esta tecnoloǵıa en el ámbito académico, en 1961. Las DS fueron descriptas

por primera vez por Sekiguchi y Obi, quienes observaron que la preparación

de mezclas eutécticas de fármacos poco solubles en agua con compuestos hi-

drof́ılicos mejoraba su velocidad de disolución y también su biodisponibilidad

(Sekiguchi y Obi, 1961; Sekiguchi et al., 1964). Algunos años después, Chiou

y Riegelman (1971) defińıan por primera vez los sistemas de DS como la dis-

persión de uno o más ingredientes activos en un veh́ıculo inerte o matriz en

estado sólido, donde éstos pueden existir en estado cristalino, disueltos o en

estado amorfo.

La tecnoloǵıa de DS permite contar con procesos de disolución de fármacos

energéticamente más favorables. Vasconcelos et al. (2007) resumen cuatro as-

pectos fundamentales a destacar que explican la mayor velocidad de disolución

lograda con estos sistemas: 1) el tamaño de part́ıcula de fármaco disminuido,

que conlleva un aumento en el área superficial y el consiguiente aumento de

velocidad de disolución1; 2) la mojabilidad mejorada debido al uso de poĺıme-

ros hidrof́ılicos como portadores que rodean las part́ıculas de fármaco de forma

individual; 3) los altos grados de porosidad detectados en los productos finales,

que permiten un mejor ingreso de solvente a los sistemas; y 4) la constatación

de la formación de soluciones sobresaturadas de fármaco cuando se exponen

las DS en el medio acuoso 2.

1Sobre este punto se profundizará en el caṕıtulo 4
2Respecto a la formación de soluciones sobresaturadas de fármaco, Huang y Dai (2014)

explican que la ventaja de las DS radica en que los poĺımeros comúnmente empleados para
su preparación logran inhibir la precipitación del ingrediente activo desde la solución sobre-
saturada, interfiriendo con el proceso de nucleación o crecimiento cristalino, como resultado
de interacciones poĺımero-fármaco.
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3.1.1. Clasificación de dispersiones sólidas

En la extensa bibliograf́ıa relativa a las DS se encuentran diferentes clasifi-

caciones que ayudan a ordenar la gran variedad de preparaciones desarrolladas.

Por un lado, respondiendo a la evolución de la tecnoloǵıa a lo largo de los años,

se ha agrupado a las DS en cuatro generaciones de acuerdo al tipo y comple-

jidad de las matrices empleadas para su preparación (Vasconcelos et al., 2007;

Vo et al., 2013): la primera generación incluye las DS preparadas a partir de

matrices cristalinas como urea y diferentes azúcares —manitol, sorbitol, en-

tre otros—; la segunda incluye las preparadas a partir de matrices amorfas,

mayormente poliméricas —e.g. hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona,

polietilenglicol—; en la tercera se introducen como aditivos, además de la ma-

triz, agentes con superficie activa o autoemulsionantes —e.g. poloxamers y

gelucires—; y una cuarta generación, donde los materiales empleados como

matriz —etilcelulosa, carboxivinil poĺımero, óxido de etileno, entre otros—

son compuestos insolubles en agua o con propiedades que los vuelven capaces

de producir la liberación controlada del fármaco.

Figura 3.1: Clasificación de dispersiones sólidas. Adaptado de Vasconcelos et al.
(2007) y actualizado.

Además, un reporte reciente de Modica et. al (2020) propone una quinta

generación, a la que denomina dispersiones sólidas multicomponente. En el
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trabajo mencionado, los autores describen estos sistemas como dispersiones

de uno o más fármacos en matrices complejas, formadas por al menos dos

compuestos cuyas propiedades pueden alterar la permeabilidad del fármaco a

través de membranas biológicas o aumentar su adhesividad a mucosas. En la

figura 3.1 se resumen las diferentes generaciones detalladas.

Por otro lado, otra importante clasificación de las DS las ordena de acuerdo

al tipo de arreglo molecular de sus componentes. Esta clasificación cuenta con

cuatro categoŕıas principales: mezclas eutécticas, soluciones sólidas, suspensio-

nes sólidas amorfas, y soluciones y suspensiones vidriosas, que se describen

brevemente a continuación.

3.1.1.1. Mezclas eutécticas

Las mezclas eutécticas consisten en mezclas de dos componentes cristali-

nos que son completamente miscibles en estado ĺıquido, pero tienen limitada

solubilidad en el estado sólido. El punto de fusión de los componentes en la

composición eutéctica es menor al punto de fusión de los componentes in-

dividuales, por lo que, cuando la mezcla eutéctica ĺıquida se enfŕıa, ambos

componentes cristalizan de forma simultánea, lo que resulta en una dispersión

altamente homogénea del fármaco y matriz. La figura 3.2 ilustra el diagrama

de fases t́ıpico de una mezcla eutéctica binaria.

3.1.1.2. Soluciones sólidas

En las soluciones sólidas se logra obtener el fármaco dispersado a nivel

molecular en la matriz, por lo que el sistema sólido final consta de una única

fase. Esto permite alcanzar mayores velocidades de disolución en estos sistemas

respecto a la correspondiente composición eutéctica. Las soluciones sólidas se

clasifican, a su vez, en cuatro categoŕıas: continuas, discontinuas, cristalinas

sustitutivas y cristalinas intersticiales.

Las soluciones sólidas continuas o discontinuas se distinguen de acuerdo

al grado de miscibilidad de los componentes, clasificándose como continuas

cuando los componentes son miscibles independientemente de su proporción,

y como discontinuas cuando la solubilidad de cada componente en el otro es

parcial, es decir que cada uno de los componentes es soluble en el otro solamente

en ciertas proporciones.

Por otro lado, en las soluciones sólidas cristalinas sustitutivas las moléculas
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Figura 3.2: Diagrama de fases de una mezcla eutéctica binaria. A temperaturas por
debajo de la curva X-E o E-Z, ya sea el sólido A [fármaco] o el sólido B [portador] co-
mienza a cristalizar a partir de la mezcla fundida antes que el otro componente. Sin
embargo, en la composición eutéctica (E) tanto A como B solidifican simultánea-
mente como una mezcla de componentes cristalinos finamente divididos. Imagen
adaptada de Tong et al. (2008).

de soluto sustituyen moléculas de la red cristalina del solvente sólido, en general

debido a que comparten tamaños moleculares que difieren menos de un 15%.

Sin embargo, en las soluciones sólidas cristalinas intersticiales las moléculas

de soluto ocupan los intersticios de la red cristalina del solvente (Leuner y

Dressman, 2000).

3.1.1.3. Suspensiones sólidas amorfas

En este tipo de preparaciones, comúnmente más conocidas como dispersio-

nes sólidas amorfas, el fármaco se encuentra precipitado en su forma amorfa en

una matriz que suele ser cristalina. Estos sistemas presentan velocidades de di-

solución del fármaco superiores respecto al fármaco en estado cristalino, debido

a que se minimiza la cantidad de enerǵıa necesaria para desorganizar la red

cristalina del fármaco durante su disolución, lo que en, términos de entalṕıa,

resulta en un proceso notablemente más favorable (Jermain et al., 2018). Sin

embargo, esta caracteŕıstica se vuelve también un riesgo para la estabilidad de

los sistemas, ya que potencialmente los fármacos tenderán a convertirse a su

forma cristalina, termodinámicamente más estable (Tong et al., 2008).
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3.1.1.4. Soluciones y suspensiones vidriosas

Las soluciones vidriosas consisten en fármacos disueltos en portadores con

propiedades vidriosas (amorfos). Cuando se trata de suspensiones vidriosas las

part́ıculas de fármaco se encuentran suspendidas en el solvente sólido vidrioso.

Estos sistemas suelen presentarse como transparentes y quebradizos por deba-

jo de la temperatura de transición v́ıtrea, y el proceso de fusión del portador no

suele darse a una temperatura fija, sino que el material comienza a ablandarse

a medida que aumenta la temperatura. La diferencia entre estos sistemas y las

soluciones sólidas es que en estas últimas suele haber interacciones qúımicas

relativamente fuertes, mientras que la enerǵıa reticular en las soluciones vi-

driosas se espera que sea mucho menor, debido a su similitud con la solución

ĺıquida (Chiou y Riegelman, 1971).

3.1.2. Métodos de preparación de dispersiones sólidas

Los métodos de preparación de DS pueden dividirse en dos categoŕıas gene-

rales: métodos por fusión y métodos por solvente. Además, por combinación de

ambos, se puede obtener DS a través de procesos denominados fusión-solvente.

En la figura 3.3 se resumen las diferentes aproximaciones que pueden emplearse

en la preparación de DS, agrupadas según esta clasificación.

Figura 3.3: Resumen de algunos de los procesos empleados para la manufactura
de dispersiones sólidas. Se encuentran dos grandes tipos de procesos: por fusión y
por solvente. Además, existen métodos que combinan ambas aproximaciones
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3.1.2.1. Métodos por evaporación de solvente

A grandes rasgos, los métodos por evaporación de solvente (o métodos por

solvente) consisten en la evaporación de un solvente común donde se encuen-

tran disueltos el fármaco y la matriz. Estos procesos incluyen al menos dos

etapas: la primera, donde el fármaco y el portador se disuelven en un sol-

vente volátil, y la segunda, donde se evapora el solvente, preferentemente a

bajas temperaturas, para minimizar la posibilidad de eventos de descomposi-

ción térmica de los componentes. La etapa de evaporación de solvente puede

involucrar una amplia gama de procedimientos, entre los que se encuentra el

secado por aspersión, la liofilización, la coprecipitación y la coevaporación (Vo

et al., 2013). De los productos disponibles en el mercado internacional, produ-

cidos a través de métodos de solvente, la técnica de secado por aspersión es la

más comúnmente empleada, debido a su gran versatilidad (Pandi et al., 2020).

Los métodos por solvente son aplicables a fármacos y matrices termolábiles,

y permiten el uso de portadores con puntos de fusión altos, no deseables para

los procedimientos por fusión. Adicionalmente, estas técnicas permiten conver-

tir las soluciones de fármaco-portador en polvos secos en un único paso, por lo

que presentan ventajas como la posibilidad de diseñar procesos de fabricación

continua y la facilidad del escalado (Tambosi et al., 2018). Sin embargo, estas

metodoloǵıas presentan algunos inconvenientes, entre los que se destacan: la

dificultad para seleccionar solventes capaces de solubilizar a la vez todos los

componentes de la formulación, los costos elevados asociados a la necesidad

de evaporar grandes cantidades de solvente y la generación de residuos que, la

mayoŕıa de las veces, son tóxicos.

3.1.2.2. Métodos por fusión

Los métodos por fusión involucran una primera etapa de calentamiento de

la composición de fármaco y poĺımero por encima de la temperatura de fusión

o transición v́ıtrea de alguno de los componentes, para realizar la mezcla de

ambos en el estado fundido; seguido de una etapa de solidificación por enfria-

miento de la mezcla. Para el diseño de estas preparaciones, las tecnoloǵıas más

estudiadas han sido la extrusión por fusión en caliente (HME) y la granulación

por fusión (Tambosi et al., 2018).

El proceso de aglomeración por fusión emplea equipamiento estándar como

mezcladores de alto rendimiento o secadores de lecho fluido, donde la mez-
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cla de fármaco y portador fundidos se añaden como ĺıquido granulante a los

excipientes sólidos de la formulación. En cambio, la HME se realiza en una

extrusora que permite fundir y mezclar fármaco y portador a altas tempera-

turas, en condiciones controladas, y forzar la mezcla homogeneizada a través

de una apertura pequeña. El producto obtenido es un material extruido que

se solidifica al enfriarse una vez que se encuentra fuera del equipo.

Entre los métodos por fusión, la fusión a baja temperatura es la alternati-

va de elección cuando el fármaco o la matriz seleccionada son termosensibles

(Vo et al., 2013). Este método consiste en suspender el fármaco en la matriz

previamente fundida, en vez de calentar el fármaco y el portador al mismo

tiempo. Esta metodoloǵıa permite reducir tanto el tiempo de calentamiento

como la temperatura final del proceso, por lo que resulta en procesos de fabri-

cación sencillos, respetuosos con el medio ambiente —al no involucrar el uso de

solventes—, rentables y fácilmente escalables con fines comerciales (Bhandari

et al., 2007; Mehanna et al., 2010). En su última revisión, Cid et. al (2019)

mencionan MeltDose® de Lifecycle Pharma y Lidose® del grupo SMB co-

mo tecnoloǵıas recientemente patentadas para la producción de DS mediante

fusión a baja temperatura.

Como fuera mencionado, los métodos por fusión cuentan con limitaciones

respecto al uso de altas temperaturas, lo que implica que los componentes

tengan que ser termorresistentes a las temperaturas empleadas. Sin embargo,

presentan la gran ventaja de que son procedimientos libres de solventes.

3.1.2.3. Métodos de fusión-solvente

Una tercera categoŕıa incluye los métodos de fusión-solvente que, como

su nombre lo indica, combinan los dos métodos descriptos anteriormente. Es-

ta metodoloǵıa consiste en calentar el portador hasta su fusión y disolver el

fármaco en un solvente apropiado para incorporarlo con agitación al portador

fundido.

Posteriormente se elimina el solvente y se enfŕıa la mezcla para solidificarla

y obtener aśı la DS. Como es de esperar, los métodos que combinan el uso de

solventes con la fusión tienen aplicación muy limitada y existen pocos reportes

en bibliograf́ıa, si bien cuentan con algunas ventajas como menores tiempos

de calentamiento y mayor facilidad de mezclado respecto a los otros métodos

(Tambosi et al., 2018).
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3.1.3. Caracterización de dispersiones sólidas

Para la caracterización de las propiedades del estado sólido de las DS, aśı

como de los componentes puros que las integran, se emplean varias técnicas

que se resumen en la tabla 3.1. De las técnicas mencionadas, las más relevantes

para la caracterización de DS son la difracción de rayos X de polvo (XRPD), la

espectroscoṕıa infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), la medida de

velocidad de liberación del fármaco y el análisis térmico (Leuner y Dressman,

2000).

Dado que el objetivo de la preparación de las DS es la mejora en la veloci-

dad de disolución de fármacos poco solubles en agua, los ensayos de disolución

in vitro del componente activo (estándares o en medios biorrelevantes) resul-

tan fundamentales para la caracterización de los sistemas. El diseño de estos

ensayos debeŕıa permitir dilucidar si el proceso de DS produce mejoras en la

velocidad de disolución del activo, al compararlo con la disolución del activo

sin formular y la mezcla simple de los componentes (en igual proporción).

Otro aspecto fundamental durante la caracterización de una DS es conocer

el estado f́ısico del fármaco (amorfo o cristalino), lo cual puede determinarse

por técnicas como XRPD y análisis térmico. En tal sentido, estudios como la

calorimetŕıa de barrido diferencial (DSC) son potentes para dar información

sobre la enerǵıa que requieren los distintos procesos en los que hay involucrados

intercambios de enerǵıa —exotérmicos o endotérmicos, como las transiciones

de fase de los componentes—. Comparando los termogramas obtenidos por

DSC de muestras de DS con los de la mezcla simple de componentes, se pue-

de, por ejemplo, detectar si el fármaco ha sufrido cambios en su cristalinidad

(detección de distintos polimorfos o estado amorfo) e incluso cuantificar si

coexisten diferentes fases.

Por otra parte, con la técnica de XRPD puede conocerse el patrón de difrac-

ción caracteŕıstico de un ingrediente activo cristalino o la matriz empleada, por

lo que también es de utilidad para diferenciar el tipo de arreglo molecular de

los componentes luego de que se los sometió al proceso de DS. Estudios espec-

troscópicos, como FT-IR o Raman, permiten conocer qué tipo de interacciones

qúımicas se dan entre los diferentes componentes, ya sea si se produjeron nue-

vos compuestos por reacciones qúımicas o si se dan importantes interacciones

débiles entre sus grupos funcionales (como enlace de hidrógeno).
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Tabla 3.1: Métodos para la caracterización de dispersiones sólidas

Métodos Caracteŕıstica estudiada

Disolución intŕınseca Liberación del fármaco

Solubilidad dinámica Liberación del fármaco

Disolución Liberación del fármaco

Disolución en medios biorrelevantes Liberación del fármaco

FT-IR Interacción entre componentes

RMN de estado sólido Estructura f́ısica

Sorción dinámica de vapor Estructura f́ısica

Microscoṕıa de barrido electrónico Estructura f́ısica

Análisis de superficie Estructura f́ısica

Calorimetŕıa diferencial de barrido

Contenido amorfo

Polimorfismo

Estabilidad

Miscibilidad de los componentes

Cromatograf́ıa de gases inversa Estructura f́ısica

Termogravimetŕıa

Contenido amorfo

Estabilidad

Polimorfismo

Microscoṕıa de luz polarizada Contenido amorfo

Difracción de rayos x de polvo

Contenido amorfo

Polimorfismo

Miscibilidad de los componentes

Microscoṕıa de platina caliente Miscibilidad de los componentes

Estudios de humedad Estabilidad

Espectroscoṕıa Raman Interacción entre componentes

Microscoṕıa Raman confocal

Liberación del fármaco

Interacción entre componentes

Homogeneidad de contenido

Contenido amorfo

Estudios de solubilidad de saturación Estabilidad

3.1.4. Impacto de la tecnoloǵıa de dispersión sólida en

la manufactura de medicamentos

Debido a las ventajas mencionadas al comienzo de esta sección (aparta-

do 3.1), la metodoloǵıa de DS es considerada una de las más convenientes para

mejorar la biodisponibilidad oral de compuestos poco solubles en agua (Saffoon
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et al., 2011). Al d́ıa de hoy, miles de art́ıculos cient́ıficos y numerosas patentes

de invención relacionadas a esta tecnoloǵıa han sido publicados demostrando

su utilidad. En la figura 3.4 se muestra la tendencia creciente del número de

publicaciones relativas a la temática (Zhang et al., 2018).

Figura 3.4: Tendencia del número de publicaciones sobre dispersiones sólidas (co-
lumnas rojas). Incluye patentes y art́ıculos cient́ıficos. La ĺınea azul indica el porcen-
taje acumulado en el peŕıodo desde 1980 a 2015. Se observa un aumento drástico del
número de publicaciones a partir del año 2000, más del 70% se publicaron de 2005
a 2015. Imagen extráıda de Zhang et al. 2018 (copyright © 2018 by the authors,
licensee MDPI, Basel, Switzerland, http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Por otra parte, existen en el mercado internacional aproximadamente 25

medicamentos que incorporan la tecnoloǵıa de DS en su producción, que se

recogen en la tabla 3.2 (Pandi et al., 2020). En relación al relativamente bajo

número de productos comercializados respecto al potencial de las DS demos-

trado en bibliograf́ıa, Cid et al. (2019) proponen que el número de DS en el

mercado se ve limitado principalmente por diferentes problemas relacionados

a la inestabilidad f́ısica durante las etapas de manufactura, almacenamien-

to y disolución. Asimismo, los autores sugieren que para potenciar el uso de

las DS y aumentar el número de productos farmacéuticos en el mercado con

esta tecnoloǵıa es necesario diseñar métodos de manufactura más robustos,

haciendo foco en la estabilidad f́ısica de las preparaciones y en lograr un mejor

entendimiento de los procesos de escalado.
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n
co
n
tr
ol
ad

a
y
S
P
A

C
om

p
ri
m
id
os

20
07

E
u
cr
ea
s

V
id
ag
li
p
ti
n
a

I I
I

H
P
C

H
M
E

C
om

p
ri
m
id
os

20
07

In
te
le
n
ce

E
tr
a v
ir
in
a

IV
H
P
M
C

H
M
E

C
om

p
ri
m
id
os

20
08

S
am

sc
a

T
ol
va
p
ta
n

IV
N
R

G
ra
n
u
la
ci
ón

C
om

p
ri
m
id
o

20
09

C
er
ti
ca
n

E
v e
ro
li
m
u
s

I I
I

H
P
M
C

C
op

re
ci
p
it
ac
i ó
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3.2. Metodoloǵıa

3.2.1. Preparación de dispersiones sólidas y mezclas f́ısi-

cas de fenbendazol y poloxamer

Las DS se prepararon mediante un método de fusión a baja temperatura,

fundiendo el poĺımero en baño de agua a temperatura constante de 65 ºC y

luego dispersando el fenbendazol (FBZ) con agitación continua en el poĺımero

fundido. Posteriormente, las muestras se enfriaron y, una vez solidificadas,

se molieron en mortero. El tamaño de part́ıcula deseado fue obtenido por

tamizado (malla número 70), de modo de seleccionar las part́ıculas de tamaño

menor a 212 µm. Se prepararon un total de ocho lotes de 10 g de DS de FBZ,

variando el tipo de poĺımero empleado, poloxamer 188 (P188) o poloxamer 407

(P407), y su proporción; la composición de las preparaciones se detalla en la

tabla 3.3. Las DS obtenidas se almacenaron en viales con tapa de rosca a una

temperatura de 4 ºC.
Por otra parte, se prepararon mezclas f́ısicas (MF) control para compa-

rar las DS con la mezcla simple de sus componentes. Las MF se prepararon

mezclando en mortero la cantidad apropiada de fármaco y poĺımero previa-

mente pulverizado y tamizado a un tamaño de part́ıcula máximo de 250 µm

(la composición de las preparaciones se detalla en la tabla 3.3).

Tabla 3.3: Composición de las dispersiones sólidas y mezclas f́ısicas de fenbendazol
preparadas

Dispersión

sólida

Mezcla

F́ısica

FBZ

% (p/p)

P188

% (p/p)

Dispersión

sólida

Mezcla

F́ısica

FBZ

% (p/p)

P407

% (p/p)

DS11 MF11 5 95 DS21 MF21 5 95

DS12 MF12 10 90 DS22 MF22 10 90

DS13 MF13 25 75 DS23 MF23 25 75

DS14 MF14 50 50 DS24 MF24 50 50

DS: dispersión sólida; MF: mezcla f́ısica; FBZ: fenbendazol; P188: poloxamer 188; P407: poloxamer 407

3.2.2. Caracterización de las preparaciones

3.2.2.1. Estudio de solubilidad de fenbendazol

Para determinar la cantidad de FBZ a ensayar en los estudios de disolución,

se determinó su solubilidad a la temperatura y pH en las cuales se estudiaŕıa
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luego su disolución in vitro. Con este fin, se añadieron cantidades de fármaco

en exceso a 5 mL de HCl 0.1 N en tubos herméticos, por triplicado, y se man-

tuvieron en baño termostatizado (Vicking Dubnoff, Argentina) a 37 °C. A las

48 h, se extrajo 1 mL de suspensión, se filtró a través de un filtro de mem-

brana de 0.45 µm y se cuantificó FBZ mediante espectrofotometŕıa UV-visible

(Thermo Evolution 300). Las mediciones se realizaron a 298.5 nm (máximo de

absorción de FBZ), luego de constatar que los poĺımeros no absorben a dicha

longitud de onda. La curva de calibración de FBZ siguió linealidad en el rango

de concentración de 1.6 a 10.0 µg/mL, con un R2 de 0.995 y con ĺımite de

cuantificación (LOQ) para FBZ de 0.23 µg/mL.

3.2.2.2. Ensayos de disolución in vitro: evaluación del desempeño

de las preparaciones

Los estudios de disolución in vitro de FBZ sin formular, las DS y las MF

se realizaron por triplicado, ensayando una cantidad de muestra equivalente

a 5 mg de FBZ, para asegurar condiciones sink, en 900 mL de HCl 0.1 N,

a 37.0 °C. Se empleó un aparato de disolución USP 2 (SR6 SR11-6-Flask

Dissolution Test Station, Hanson Research), adaptado con filtros de 0.45 µm

para el muestreo, seteado a una velocidad de rotación de paleta de 50 rpm.

Las muestras filtradas se recogieron a los 3, 5, 10, 15, 30 y 60 minutos, y se

ensayaron para determinar el contenido de FBZ mediante espectrofotometŕıa

UV-visible a 289.5 nm.

Para comparar estad́ısticamente los perfiles obtenidos de concentración en

función del tiempo se estimaron los factores de diferencia (f1) y similitud (f2)

de acuerdo a lo recomendado en la gúıa de Pruebas de disolución de formas de

dosificación oral sólidas de liberación inmediata de la FDA (1997). Los factores

mencionados se calcularon de acuerdo a las ecuaciones 3.1 y 3.2, donde Ri y

Di son los porcentajes de fármaco disuelto de las muestras referencia y test,

respectivamente, a tiempo i, y n es el número total de muestras experimentales

tomadas durante el ensayo.

f1 =

∑n
1 |Ri −Di|∑n

1 Ri

× 100 (3.1)

f2 = 50× log


[
1 +

(
1

n

) n∑
1

(Ri −Di)
2

]−0.5

× 100

 (3.2)
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Además, se calculó la eficiencia de disolución (ED) de cada preparación a

diferentes tiempos del ensayo de disolución (5, 30 y 60 minutos) según la ecua-

ción 3.3 descrita por Khan (1975). Donde ABCdisol es el área bajo la curva del

perfil de disolución del fármaco entre tiempo cero y el último punto del ensayo

(t), y AR es el rectángulo de base t y altura 100 (ver figura 3.5). El ABCdisol

se estimó por el método de trapecios. Los resultados obtenidos se compararon

estad́ısticamente mediante una prueba ANOVA seguida de una comparación

múltiple de Tukey, con 95% de confianza (GraphPad Prism versión 9.0.2 para

Windows, San Diego, California, EE. UU.).

DE(%) =
ABCdisol

AR
× 100 (3.3)

Figura 3.5: Cálculo de la eficiencia de disolución. Figura adaptada de Khan (1975).

3.2.2.3. Análisis térmico

Se obtuvieron curvas de análisis termogravimétrico (TGA) y DSC de las

muestras, utilizando un equipo de análisis térmico simultáneo Jupiter STA

449 (Netzch, Alemania). Se colocaron alrededor de 5 mg de muestra en cri-

soles de aluminio sellados con tapas perforadas. Las mediciones se realizaron

desde 27 °C hasta 500 °C, con velocidad de calentamiento de 10 °C/min y

flujo constante de nitrógeno de 70 mL/min. Estos estudios fueron realizados

en la Universidad Federal do Ceará (Fortaleza, Brasil) a cargo del Prof. Dr.
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Alejandro Ayala.

3.2.2.4. Espectroscoṕıa infrarroja por transformada de Fourier

Las muestras se montaron en discos de KBr y se colectaron los espectros

IR en el rango de 500 a 4000 cm−1, a una resolución de 2 cm−1, empleando un

espectrómetro FT-IR Prestige 21 (Shimadzu, Japón).

3.2.2.5. Difracción de rayos x de polvo

Los estudios de XRPD se realizaron usando un difractómetro Rigaku Ulti-

ma iv, operando en geometŕıa Bragg-Brentano, utilizando radiación de CuKα.

Las muestras se midieron en el rango de 2-theta(º) = 4.00 - 60.00, en pasos de

0.02 º y con un tiempo de integración de 10 segundos por paso. Además, con el

fin de estimar cambios en la cristalinidad del fármaco y el portador, se llevaron

a cabo estudios de XRPD con óxido de itrio (Y2O3) como estándar interno.

Para ello, se procedió mezclando en mortero las diferentes muestras (FBZ pu-

ro, P407 puro, DS22 y MF22) con un 20% en peso de Y2O3 y, posteriormente,

se colectaron los difractogramas de XRPD correspondientes.

En los difractogramas de los estudios conteniendo Y2O3, cada pico de difrac-

ción de FBZ y P407 fue normalizado en relación al estándar interno, dividiendo

el área de cada señal entre el área de la señal de estándar. De este modo, se

pudo comparar las señales principales de FBZ y P407 en la DS con las co-

rrespondientes en la MF y calcular la cristalinidad del fármaco y el poĺımero

después del proceso de DS, considerando la cristalinidad de los componentes

en la MF como el estado inicial (100% cristalino).

3.2.2.6. Microscoṕıa Raman confocal

Los experimentos de microscoṕıa Raman confocal (MRC) se realizaron con

un microscopio Raman confocal Alpha 300-RA (WITec Microscopy, Alemania).

La longitud de onda del láser de excitación fue de 532 nm y la potencia se ajustó

a 45 mW para evitar la descomposición de las muestras. El espectrómetro

empleado opera con una red de difracción de 600 ĺıneas/mm que permitió

obtener una resolución de aproximadamente 4 cm−1 en el rango de 70 a 4000

cm−1.

Se colectaron, por un lado, espectros Raman de los componentes puros de

las preparaciones y, por otro, conjuntos de datos espectrales de las muestras
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de DS y MF para la reconstrucción de imágenes Raman hiperespectrales. Los

datos espectrales para imágenes se colectaron en un área de 20 µm x 20 µm,

divididas en un total de 22,500 pixeles, donde en cada uno se colectó el espectro

Raman con un tiempo de integración de 0.053 segundos; de este modo, las

imágenes se obtuvieron trabajando en el ĺımite óptico de resolución de 300

nm.

Los conjuntos de datos para la construcción de las imágenes Raman fue-

ron procesados de diferentes formas. En primer lugar, se obtuvieron imágenes

Raman mediante el uso de filtros aplicados sobre las señales caracteŕısticas y

predominantes en cada componente (fármaco o poĺımero) a los cuales se les

asignó un color. Este procesamiento permitió obtener imágenes Raman de las

áreas estudiadas donde se identifica a cada componente con un color diferente.

En segundo lugar, se procesaron los conjuntos de datos a través de scripts desa-

rrollados por el grupo de investigación mediante dos aproximaciones diferentes:

un análisis de componentes principales (PCA) y un análisis por normalización

de la relación de intensidad pico a pico, adaptado de Karavas et al. (2007).

El PCA permitió describir el conjunto de datos hiperespectrales en térmi-

nos de nuevas variables (no correlacionadas) que explicaran la mayor cantidad

de varianza entre los datos (denominadas componentes principales). A partir

de las nuevas componentes resultantes del análisis, es posible construir imáge-

nes Raman mediante software. La razón del uso de esta metodoloǵıa es lograr

marcar las diferencias más significativas en el conjunto de espectros, logrando

aśı una asignación qúımica más objetiva. De este modo, es posible identificar

un determinado compuesto qúımico sin que su asignación se limite a la selec-

ción de un pequeño conjunto de señales caracteŕısticas. Resulta, entonces, una

herramienta estad́ıstica potente que permite agrupar diferencias presentes en

los espectros, que incluye desde la presencia o ausencia de señales y su posi-

ción, aśı como también su intensidad; logrando aśı un análisis más objetivo del

conjunto de datos.

El análisis por normalización de la relación de intensidad pico a pico se

realiza seleccionando una señal de interés correspondiente al poĺımero y otra

al fármaco, para luego proceder a realizar el cociente entre la intensidad de

ambas señales en cada pixel (espectro) del área seleccionada. Este procesa-

miento permite construir imágenes donde se mapea la intensidad (a través de

la asignación de colores) con la que se presenta cada uno de los componentes

de la muestra en relación al otro. De esta forma se logra compensar la posible
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falta de planaridad en las muestras1, evidenciadas gracias a la confocalidad de

la técnica, y aśı normalizar las señales Raman correspondientes a zonas enfo-

cadas y no enfocadas. De esta forma se logra dejar de lado el efecto de falta

de planaridad, enfocando el estudio a la presencia y ausencia de señales de las

fases de interés.

3.2.2.7. Propiedades mecánicas de los polvos: reoloǵıa de polvos,

compresibilidad y flujo

Para evaluar la compresibilidad de los polvos obtenidos, se estimó, por un

lado, la densidad a granel (Dg) de las formulaciones, colocando la muestra

pulverizada suavemente en el interior de una probeta para determinar el peso

y el volumen que ocupara el polvo. De este modo, se calculó la Dg como el

cociente entre el peso del polvo y el volumen ocupado. Por otra parte, se

evaluó la densidad empaquetada (De), sometiendo la probeta con el polvo (de

la medición de Dg) a una serie de golpes verticales suaves, hasta que el volumen

final ocupado por el polvo no presentara variaciones. La De se calculó como el

cociente entre el peso del polvo y el volumen ocupado después de los impactos.

A partir de los datos de densidad, obtenidos por triplicado, se determinó

para cada muestra ı́ndice de Carr o ı́ndice de compresibilidad (IC) según la

ecuación 3.4 y el ı́ndice de Hausner (IH) según la ecuación 3.5.

IC =
(De−Dg)

De
× 100 (3.4)

IH =
De

Dg
(3.5)

Además, se estimó el ángulo de reposo estático de las muestras, definido

como el ángulo máximo con que un mont́ıculo de material pulverulento se

mantiene estable sin que se produzcan deslizamientos de material. Para estimar

el ángulo de reposo, se deja caer una masa de polvo libremente, sobre una

base de radio (r) conocido, a través del orificio de un embudo ubicado a una

altura definida, y se calcula el ángulo de reposo según la ecuación 3.6. El valor

obtenido del ángulo de reposo de las muestras corresponde al promedio de tres

1Por planaridad de las muestras, se hace referencia a las diferencias en altura presentes
en las superficies irregulares estudiadas. Para un mismo componente, las diferencias en la
altura a la cual se colectan los espectros se traducen en diferencias en la intensidad de los
espectros colectados, afectando por igual a todas las señales.
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mediciones.

θ = arctan tanh/R (3.6)

3.2.2.8. Microscoṕıa de barrido electrónico

Para evaluar la morfoloǵıa, tamaño y forma de part́ıcula de las muestras, se

examinaron mediante microscoṕıa de barrido electrónico (SEM) con un equipo

ZEISS (Sigma, Alemania). Las muestras se montaron en cinta adhesiva con-

ductora y se metalizaron con Au antes del análisis. Este estudio fue realizado

en el Laboratorio de Microscoṕıa Electrónica y Análisis por rayos x pertene-

ciente a la Facultad de Matemática, Astronomı́a y F́ısica de la Universidad

Nacional de Córdoba (Córdoba, Argentina).
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3.3. Resultados

Se obtuvieron un total de cuatro DS de FBZ y P188, y cuatro de FBZ y

P407, variando la cantidad de poĺımero empleado. Se prepararon además las

respectivas MF, equivalentes en composición a cada una de las DS pero sin

someterlas al proceso de dispersión por fusión.

El estudio de las preparaciones implicó una primera etapa de evaluación

de la liberación del fármaco in vitro, seguida de la caracterización qúımico-

estructural de las preparaciones. A continuación, se describen los resultados

obtenidos de mayor relevancia para la discusión de este trabajo.

3.3.1. Estudios de solubilidad y disolución in vitro

La solubilidad de FBZ en HCl 0.1 N a 37 °C (condiciones de los estudios

de disolución in vitro) fue de 31.3 mg/L a las 48 h de ensayo. A partir de este

resultado, se definió emplear una cantidad de DS o MF equivalente a 5 mg de

FBZ en los ensayos de disolución in vitro, para asegurar condiciones sink 1.

Figura 3.6: Perfil de disolución de las diferentes preparaciones conteniendo polo-
xamer 188. DS: dispersión sólida; MF: mezcla f́ısica; FBZ: fenbendazol

Los perfiles de disolución de FBZ puro y FBZ liberado de las DS y MF se

muestran en las figuras 3.6 y 3.7, para las formulaciones conteniendo P188 y

1Las condiciones sink se garantizan cuando el volumen del medio de disolución es de 5
a 10 veces mayor que el volumen requerido para obtener una solución saturada de fármaco.
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Figura 3.7: Perfil de disolución de las diferentes preparaciones conteniendo polo-
xamer 407. DS: dispersión sólida; MF: mezcla f́ısica; FBZ: fenbendazol

P407, respectivamente. Todas las DS mostraron velocidades de disolución de

FBZ mejoradas en comparación con las respectivas MF, alcanzándose mayores

porcentajes de fármaco disuelto desde los sistemas de DS a todos los tiempos

ensayados. A modo de ejemplo, la tabla 3.4 muestra los porcentajes de fármaco

disuelto durante los primeros 15 minutos de ensayo, para todas las preparacio-

nes estudiadas. La cantidad de fenbendazol disuelto a los 15 minutos de ensayo

cuando se ensaya el activo sin formular no fue cuantificable.

Tabla 3.4: Porcentaje de fenbendazol disuelto durante los primeros 15 minutos del
ensayo de disolución in vitro, expresado como media ± desv́ıo estándar.

Dispersión
sólida

% FBZ disuelto
(media ± SD)

Mezcla
f́ısica

% FBZ disuelto
(media ± SD)

DS11 74.8 ± 3.2 MF11 41.9 ± 1.4
DS12 68.4 ± 1.2 MF12 38.1 ± 3.1
DS13 72.4 ± 0.8 MF13 39.4 ± 1.5
DS14 71.9 ± 1.4 MF14 44.4 ± 1.4
DS21 78.4 ± 2.4 MF21 44.7 ± 1.4
DS22 69.7 ± 3.0 MF22 37.2 ± 1.2
DS23 70.5 ± 2.9 MF23 35.0 ± 0.5
DS24 73.9 ± 0.1 MF24 37.1 ± 3.2

Al comparar estad́ısticamente los perfiles de disolución de cada DS con su

MF correspondiente, a través de la estimación de los factores f1 y f2, los resulta-

dos muestran que las curvas de DS y MF de igual composición no son similares
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—dos o más perfiles de disolución son similares cuando los valores de f1 son

menores a 15 y los valores de f2 son mayores a 50—. En la tabla 3.5 se resumen

los resultados obtenidos de los factores mencionados para cada preparación.

Por otra parte, los perfiles de disolución de todas las DS fueron similares entre

śı, a excepción del par DS14-DS24, lo que indica que los diferentes portadores

y la proporción fármaco/portador no afecta de forma diferencial la liberación

de FBZ.

Otro parámetro estimado para las preparaciones fue su ED a diferentes

tiempos del ensayo. La tabla 3.6 resume los resultados obtenidos a 5, 30 y

60 minutos para todas las DS y MF, y para FBZ sin formular. Se observa

que todas las DS presentan una ED significativamente superior a la de sus

respectivas MF (p < 0.05).

Tabla 3.5: Comparación de los perfiles de disolución utilizando el factor de dife-
rencia (f1) y el factor de similitud (f2).

Ref. Test f1 f2

DS11 MF11 39.05 26.48
DS12 MF12 36.78 29.7
DS13 MF13 37.68 27.8
DS14 MF14 34.11 35.36
DS21 MF21 37.73 26.56
DS22 MF22 39.84 27.2
DS23 MF23 42.55 25.96
DS24 MF24 43.04 24.66
DS11 DS21 7.89 60.43
DS12 DS22 7.02 58.73
DS13 DS23 5.19 69.71
DS14 DS24 10.73 49.05
DS11 DS12 10.36 56.16
DS12 DS13 3.79 72.04
DS13 DS14 6.32 58.92
DS21 DS22 9.23 56.9
DS22 DS23 3.76 72.16
DS23 DS24 7.62 56.36

Ref.: formulación considerada como referencia; Test: formulación considerada como test; f1: porcentaje de
diferencia entre dos curvas; f2: porcentaje de similitud entre dos curvas. Valores de f1 entre 0-15 y de f2 entre
50-100 aseguran la similitud o equivalencia entre las curvas test y referencia. Los pares de muestras som-
breados corresponden a pares de curvas que no pueden considerarse similares entre śı, según los indicadores
calculados.
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Tabla 3.6: Eficiencia de disolución de las preparaciones a diferentes tiempos del
ensayo de disolución in vitro.

Eficiencia de disolución (%)
Muestra 60 min SD 30 min SD 5 min SD

FBZ 0.6 0.4 0 0 0 0
DS11 77.9 2.9 66.6 3 28.1 2.4
MF11 46.7 1.2 37.2 1.1 13.5 0.3
DS12 70.4 1.5 59.7 1.1 22.7 1.1
MF12 43.3 2.8 34.4 2.4 13.2 0.7
DS13 75.6 2 65.4 1.1 31 2.5
MF13 46.4 2.4 36.1 1.7 14.3 0.6
DS14 73.3 1.4 61.5 1.5 18.7 8.5
MF14 51.5 3 39.4 1.6 11.5 1.5
DS21 79.7 3.4 70.3 3.1 34.8 4.8
MF21 49.3 1.1 39.9 1.1 16.3 0.8
DS22 72.3 2.2 63.3 2.8 31.7 2.8
MF22 41.8 0.7 34.8 0.8 18.9 0.3
DS23 71.9 2.4 62.1 2.7 27.4 1.6
MF23 40.2 1.3 32.3 0.9 14.8 0.9
DS24 74.2 1.6 66.7 1.6 37 1
MF24 42.2 2.3 34.1 2.1 17.4 5.8

Valores expresados como media y desv́ıo estándar (SD)

3.3.2. Espectroscoṕıa FT-IR y análisis de difracción de

rayos x de polvo

Las señales infrarrojas más relevantes correspondientes a FBZ (3336; 1630;

742; 685 cm−1) y P188 o P407 (2881; 1281; 1117 cm−1) se resumen en la ta-

bla 3.7, junto con las señales más relavantes de una de las muestras de DS

estudiadas (DS23). En las figuras 3.8 y 3.9, se observa que las señales espec-

trales más caracteŕısticas de las sustancias puras permanecen inalteradas en

las DS presentadas (DS13 y DS23, respectivamente). Asimismo, no se observan

señales nuevas en los espectros IR de las dispersiones —que no pertenezcan a

alguno de sus componentes puros—. Todo lo anterior sugiere que los compo-

nentes no reaccionan qúımicamente entre śı.

Por otra parte, los resultados de XRPD muestran que las señales asignadas

a cada componente puro (FBZ: 2theta(º) = 6.68, 11.16, 13.36; P407: 2theta (º)
= 19.18, 23.36), tanto para la muestra seleccionada (SD22) como para la MF

correspondiente, no sufren cambios respecto a los espectros colectados de las

sustancias puras (ver figura 3.10). Estos resultados demuestran que el proceso

de dispersión no altera la cristalinidad de FBZ cuando se lo incorpora a la
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Figura 3.8: Estudios de espectroscoṕıa FT-IR de poloxamer 407, fenbendazol y
su dispersión sólida conteniendo 75 % de poloxamer 407 (DS23). Se observan en
el espectro de la dispersión sólida las señales caracteŕısticas de cada uno de los
componentes puros, a la vez que no es posible detectar señales nuevas.

Figura 3.9: Estudios de espectroscoṕıa FT-IR de poloxamer 188, fenbendazol y
su dispersión sólida conteniendo 75 % de poloxamer 188 (DS13). Se observan en
el espectro de la dispersión sólida las señales caracteŕısticas de cada uno de los
componentes puros, a la vez que no es posible detectar señales nuevas.

matriz de P407; sin embargo, se pudo detectar ligeros cambios en las señales
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Tabla 3.7: Señales infrarrojas caracteŕısiticas de los componentes. Grupos funcio-
nales asignados a sus respectivas señales del espectro IR de los componentes puros
y la DS23

Señales del espectro IR (cm−1)
Grupo funcional FBZ P407 DS23

-N-H amida 3336.12 - 3345.89
-C=O 1630.31 - 1635.48
Fenilo 742.28 - 732.09
Fenilo-S 685.11 - 689.83
-C-O 1268.24 1281.52 1276.24
-C-N 1443.55 - 1455.86
-CH3 - 2881.43 2886.71
-C-O-C - 1117.75 1112.46

FBZ: fenbendazol; P407: poloxamer 407; DS23: dispersión sólida conteniendo 75 % p/p de poloxamer 407

correspondientes a la cristalinidad del poĺımero.

Para estimar las fracciones cristalinas del poĺımero y el fármaco en las

diferentes preparaciones se realizaron estudios de XRPD con estándar interno

(Y2O3 100% cristalino, señales principales 2theta(º) = 29.45; 34.05; 48.57).

Con este fin, fueron seleccionadas las señales de difracción caracteŕısticas de

FBZ, poĺımero y estándar interno que no se superpusieran apreciablemente,

como se observa en los difractogramas de la figura 3.10 (a). Los resultados, que

pueden verse en la figura 3.10 (b), no muestran diferencias en la estructura ni

en la fracción cristalina de FBZ cuando se incorporó en la DS22 o la MF22. Sin

embargo, se comprobó una reducción de la cristalinidad de alrededor de un 30%

para el P407 en la DS22, cuando se lo compara con la MF22 (ver tabla 3.8).

Este resultado sugiere que el procedimiento de dispersión sólida afectó el orden

cristalino del componente polimérico sin modificar el del fármaco.

Tabla 3.8: Comparación de la fracción cristalina de los componentes de una dis-
persión sólida y su mezcla f́ısica análoga.

Fenbendazol Poloxamer 407
Señal (°) Fracción cristalina (%) Señal (°) Fracción cristalina (%)
6,60 117,0 19,30 68,3
11,20 96,2 23,20 73,8
13,40 94,9 - -

Media ± SD 102,7 ± 11,2 Media ± SD 71,0 ± 3,7
Se compara el porcentaje de cristalinidad que presentan el activo y el poĺımero en la DS22 respecto a la
MF22 (muestras conteniendo 90 % de P407). La cristalinidad de los componentes en la mezcla f́ısica se
considera como 100 %
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Figura 3.10: Estudio de difracción de rayos x de polvo con Y2O3 como estándar
interno (a); ampliación de la zona de señales caracteŕısticas de fenbendazol (b). FBZ:
fenbendazol; DS22: dispersión sólida con 90% p/p poloxamer 407; MF22: mezcla
f́ısica con 90% p/p de poloxamer 407; P407: poloxamer 407.

3.3.3. Análisis térmico

Las figuras 3.11 y 3.12 muestran los termogramas obtenidos de los estudios

de DSC y TGA, respectivamente, para: FBZ, dos de las dispersiones estudiadas

(75 y 95% p/p de P407) y las MF correspondientes. Los resultados indican
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que el FBZ funde con descomposición a partir de los 210 °C, por lo que no es

posible realizar observaciones en relación a las entalṕıas de fusión del activo.

Figura 3.11: Termogramas de los experimentos de calorimetŕıa diferencial de ba-
rrido para fenbendazol puro (FBZ), poloxamer 407 puro (P407), DS22 y MF22
(dispersión sólida y mezcla f́ısica conteniendo 90 % p/p de poloxamer 407), y DS23
y MF23 (dispersión sólida y mezcla f́ısica conteniendo 75 % p/p de poloxamer 407).

En relación a la matriz empleada, los resultados de DSC confirman la re-

ducción de la cristalinidad observada en los experimentos de XRPD para el

P407 de la muestra de DS22. Estos ensayos permitieron estimar que la endo-

terma de fusión del poĺımero —con máximo aproximadamente a los 58.8 °C—
muestra una reducción de alrededor de un 10% en términos de entalṕıa de

fusión (∆Hfus) cuando se trata de la DS22 respecto a la MF22 (figura 3.11).
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Figura 3.12: Termogramas de los experimentos de análisis térmico para fenbendazol
puro (FBZ), poloxamer 407 puro (P407), DS22 y MF22 (dispersión sólida y mezcla
f́ısica conteniendo 90 % p/p de poloxamer 407), y DS23 y MF23 (dispersión sólida
y mezcla f́ısica conteniendo 75 % p/p de poloxamer 407).

3.3.4. Microscoṕıa Raman confocal

En primer lugar, se identificó la presencia de señales caracteŕısticas del

fármaco y las matrices poliméricas, a través de la colección de los espectros

Raman de los diferentes componentes puros (ver figura 3.13). En el espectro

de FBZ se observa un grupo de señales caracteŕısticas entre 1500 y 1750 cm−1,

que corresponden al estiramiento del doble enlace carbono-ox́ıgeno del carbo-

nilo de la molécula y a diferentes modos vibracionales del fenilo y el anillo

benzimidazol.

En cuanto a los poĺımeros, ambos presentan una señal de gran intensidad

entre 2900 y 3100 (cm−1) correspondiente a la superposición de distintas vi-

braciones de tipo estiramiento de los enlaces simples carbono-hidrógeno, abun-

dantes en ambos poloxameres; si bien esta señal no es única de la matriz, su

intensidad en el espectro de FBZ es notablemente menor. Adicionalmente, pue-

de encontrarse, alrededor de 860 cm−1, otro grupo de señales caracteŕıstico de

los poĺımeros, correspondiente a vibraciones de tipo torsión en los segmentos

propileno de la molécula.

El procedimiento de colección de datos para la obtención de imágenes Ra-
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man se realizó en las muestras DS22 y MF22 (90% p/p P407). La figura 3.14

muestra, como ejemplo, la imagen óptica de la muestra DS22 junto a la ima-

gen Raman reconstruida a partir de los datos colectados. La reconstrucción de

la imagen Raman mostrada se realizó mediante la aplicación de filtros a las

señales caracteŕısticas de los diferentes componentes, empleando el software

Project FOUR© versión 4.1 (WITec GmbH, Alemania).

Figura 3.13: Espectros Raman de poloxamer 407 (P407) y fenbendazol (FBZ).

Figura 3.14: Imagen óptica e imágen Raman de una muestra de dispersión sólida.
A la izquierda: imagen óptica de la muestra de SD22 (dispersión sólida conteniendo
90 % de P407); el recuadro rojo muestra el área donde se colectaron los espectros
Raman para construir la imagen de la derecha. A la derecha: imagen obtenida me-
diante microscoṕıa Raman confocal mediante la aplicación de filtros en las señales
caracteŕısticas de los diferentes componentes; se muestran en rojo las zonas donde
predomina el espectro de fenbendazol y en verde el de poloxamer 407.
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3.3.4.1. Normalización de los datos a través de cociente de intensi-

dad de señales

Los datos adquiridos se procesaron calculando la relación de intensidad de

señales caracteŕısticas de cada compuesto (1591 cm−1 para FBZ y 866 cm−1

para P407) para cada uno de los espectros. De este modo, se calculó el cociente

de intensidades I1591/I866 en cada pixel de las muestras, obteniéndose un mapeo

de la relación fármaco/poĺımero, donde el gradiente de colores corresponde a

la magnitud del cociente (ver figura 3.15). Además, en esta figura se muestra

en forma de histograma la distribución de la frecuencia con que aparecen los

diferentes cocientes de intensidad calculados para relación de señales.

En la figura 3.15a se muestra la imagen obtenida por cociente de inten-

sidades para la DS. Al comparar esta imagen con la obtenida de igual forma

para la MF correspondiente (figura 3.15b) se observa que la DS presenta una

distribución de FBZ más uniforme. Además, los histogramas correspondien-

tes, que muestran la distribución y frecuencia de los cocientes calculados, se

correlacionan con la información proporcionada por las imágenes. De hecho, el

histograma correspondiente a la DS muestra una distribución menos discreta

y más homogénea de los diferentes cocientes respecto a la observada para la

MF, donde se observan solo algunas barras de cocientes y valores de densidad

altos en comparación con la DS. Esta diferencia indica que la imagen de la DS

está formada por ṕıxeles con una amplia gama de combinaciones de cocientes

FBZ/P407, a diferencia de la imagen de la MF, formada por ṕıxeles donde

predomina solo uno de los dos espectros.

3.3.4.2. Análisis de componentes principales

En PCA realizado confirma los resultados descriptos anteriormente: la DS

presentó una mejor distribución del fármaco dentro de la matriz polimérica en

comparación con la MF. El análisis realizado y las imágenes correspondientes

se encuentran recogidas en el apéndice 1.
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Figura 3.15: Imágenes de microscoṕıa Raman confocal normalizadas. A) DS22;
B) MF22. A la izquierda, imágenes obtenidas por normalización por intensidad de
señales I1591 / I866; a la derecha, histogramas correspondientes con la distribución
y frecuencia de los cocientes de intensidades.

3.3.5. Caracterización reológica de los polvos

Los resultados de las medidas de ángulo de reposo, y los ı́ndices de Carr y

Hausner de las formulaciones se muestran en la tabla 3.9. En comparación con

FBZ, todas las preparaciones mostraron propiedades reológicas mejoradas. Pa-

ra el caso de las MF, el ángulo de reposo aumenta a medida que se incrementa

la proporción de FBZ, no aśı para las DS.

Los resultados obtenidos se correlacionan con lo observado a través de

MRC, ya que, al encontrarse rodeadas de poĺımero, las part́ıculas de fármaco

adquieren propiedades de flujo análogas al material polimérico. Además, las DS

mostraron tener excelentes propiedades de flujo, de acuerdo a la clasificación

de la farmacopea norteamericana (Pharmacopeia, 2022).
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Tabla 3.9: Indicadores de la reoloǵıa de los polvos

ÍNDICE DE CARR ÍNDICE DE HAUSNER ÁNGULO DE REPOSO
Media SD Media SD Media SD

P188 19.84 2.75 1.25 0.04 20.78 1.8
MF11 22.58 4.72 1.29 0.08 25.61 2.07
P407 29.81 2.68 1.43 0.05 19.48 2.7
DS11 27.7 0.37 1.38 0.01 27.36 1.19
DS24 26.8 1.53 1.37 0.03 22.05 1.47
DS12 31.17 3.76 1.46 0.08 24.67 0.97
DS13 31.36 2.97 1.46 0.06 26.41 1.72
DS14 26.96 6.55 1.38 0.12 25.83 0.64
DS21 27.69 1.53 1.38 0.03 22.72 2.6
MF21 25.93 0 1.35 0 21.19 3.48
DS22 28.36 0.79 1.4 0.02 22.26 4.12
MF12 29.66 1.32 1.42 0.03 32.96 1.33
MF22 29.95 1.28 1.43 0.03 31.53 4.05
DS23 32.21 0.48 1.48 0.01 33.62 4.34
MF13 36.27 8.72 1.59 0.22 43.83 1.04
MF23 42.12 6.38 1.74 0.2 35.11 8.01
MF14 32.39 6.61 1.49 0.15 48.76 1.78
MF24 46.4 4.42 1.87 0.15 46.57 2.04
FBZ 48.8 3.14 1.96 0.12 47.4 1

Escala de colores según el tipo de flujo
Sin color: excelente

Bueno
Razonable/pasable
Pobre
Muy pobre
Muy muy pobre

3.3.6. Microscoṕıa electrónica de barrido

La imagen SEM de de FBZ sin formular muestra part́ıculas de sólido

con forma aplanadas y cristalinas, con una distribución de tamaño de entre

5 y 20 µm y superficie rugosa (figura 3.16 a). Las micrograf́ıas electrónicas

del poĺımero de partida muestran part́ıculas esféricas de superficie lisa con ta-

maños entre los 200 y los 500 µm (figura 3.16 b). En la (figura 3.17) puede

verse la imagen SEM de la DS14, conteniendo iguales proporciones de fárma-

co y poĺımero, donde se observan paert́ıculas de aspecto más redondeado y

homogéneo, en comparación a las de su MF análoga en composición (MF14,

figura 3.18). Las part́ıculas de MF se presentaron con aspecto acicular y plano.
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Figura 3.16: Microscoṕıa electrónica de barrido de fenbedazol y poloxamer 188
puros. a. fenbendazol, 2.34KX; b. poloxamer 188, 24X.

Figura 3.17: Microscoṕıa electrónica de barrido de la muestra SD14 conteniendo
partes iguales de fenbedazol y poloxamer 188. Magnificaciones: a. 104X; b. 162X;
c. 880X.

3.4. Discusión

En términos generales, los resultados obtenidos apuntan a que la estrategia

de dispersar FBZ en P188 o P407 es válida para mejorar su velocidad de

disolución in vitro. En condiciones sink, los resultados de FBZ liberado a los

15 minutos de ensayo desde las DS duplican las cantidades disueltas desde las
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Figura 3.18: Microscoṕıa electrónica de barrido de la muestra de mezcla f́ısica
MF14 conteniendo partes iguales de fenbedazol y poloxamer 188. Magnificaciones:
a. 258X; b. 745X.

MF correspondientes. Esta comparación permite descartar que la mejora en

la velocidad de disolución de FBZ se deba solamente al efecto surfactante de

los poĺımeros empleados. A su vez, comparando los resultados de disolución

de FBZ puro contra el liberado desde las MF, es posible constatar el efecto

de los poĺımeros disueltos en el medio de disolución. Los poĺımeros disueltos

en el medio producen entornos fisicoqúımicos que favorecen la velocidad de

disolución del activo como, por ejemplo, una menor tensión superficial del

medio acuoso.

Un resultado interesante a destacar es que, según los valores obtenidos de

los indicadores f1 y f2, la mejora en la velocidad de disolución del FBZ in-

corporado en las DS es independiente de la proporción o del tipo de poĺımero

empleados. Esta observación es de gran relevancia para la selección y diseño

de una forma farmacéutica final, donde la relación fármaco/poĺımero juega un

rol determinante. También, a ráız de esta observación, surge la interrogante

de cuál es la cantidad mı́nima de poloxamer que permite mantener perfiles de

disolución mejorados, iguales a los obtenidos con las proporciones estudiadas.

Para responder esta cuestión seŕıa necesaria la planificación de nuevos experi-

mentos disminuyendo aún más la cantidad de poĺımero en las preparaciones.

Las velocidades de disolución mejoradas para el FBZ liberado desde las DS
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se acompañan, además, de resultados de ED también mejores, con valores de

entre un 20 y 30 % mayores respecto a las MF. La absorción de un fármaco es

proporcional a la concentración y al tiempo que éste permanece disuelto en una

región adecuada del tracto gastrointestinal, variables que son consideradas en

el cálculo de la ED. En este sentido, Khan (1975) propone que la ED es un buen

indicador de la biodisponibilidad oral de fármacos, por lo que los resultados

obtenidos para las DS resultan muy promisorios. Teniendo en cuenta, además,

que existen numerosos reportes que asocian una mejora de la biodisponibilidad

de los benzimidazoles metilcarbamatos con un aumento de su eficacia (Pensel

et al., 2015; Pensel et al., 2018), correspondeŕıa estudiar si la mejora obtenida

in vitro se traduce, efectivamente, en una mejora en la absorción del fármaco

in vivo, como sugieren los estimadores de ED, y si esto, además, conduce o no

a una eficacia mejorada.

En una colaboración con investigadores de la Universidad Nacional de Salta

(UNS, Salta, Argentina), los resultados de disolución del FBZ liberado desde

las DS y las MF se modelaron matemáticamente (Melian et al., 2021). El mo-

delo utilizado, llamado modelo de Lumped, permitió comprender y predecir el

comportamiento de las DS, y calcular parámetros de relevancia como la tasa

de liberación inicial y el tiempo medio de disolución. La publicación que recoge

la metodoloǵıa y los resultados obtenidos para el modelado se encuentra ane-

xada a este manuscrito en el apéndice 2. Las ecuaciones derivadas del modelo

Lumped que se desarrollaron permitieron realizar una interpretación cuantita-

tiva de los valores obtenidos en los ensayos de disolución, a través de la cual

se confirmó que el principal factor que influye en la velocidad de liberación

de FBZ es el tipo de formulación (DS o MF), independientemente del tipo de

poĺımero utilizado y de la relación fármaco/poĺımero.

Existen reportes anteriores acerca del uso de poloxamer como veh́ıculo para

preparar formulaciones de albendazol (ABZ), otro fármaco perteneciente a la

familia de los benzimidazoles antihelmı́nticos, basadas en la tecnoloǵıa de DS.

Puntualmente, Castro et al. (2010) obtienen preparaciones de ABZ y P188,

para las que observan que la relación de los componentes (fármaco/veh́ıculo)

resulta un factor clave en la velocidad de disolución del fármaco. Sus estudios

demuestran que las DS con menor porcentaje de P188 (50 y 75 % p/p) resultan

más eficaces para aumentar la velocidad de disolución del principio activo que

otras conteniendo mayores proporciones (90 y 90 % p/p).

Los autores proponen como explicación a este fenómeno que la capacidad
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de los poloxameres de formar geles termorreversibles podŕıa estar afectando la

liberación del ABZ a las concentraciones más altas de poĺımero. Cuando las

DS de poloxamer se dispersan en agua, el veh́ıculo se hidrata muy rápidamente

debido a su gran hidrofilia, lo que puede llegar a formar, en algunos casos, una

capa de veh́ıculo más concentrada, incluso gelificada, alrededor del fármaco.

Sin embargo, como ya fuera mencionado, para las DS preparadas en esta Tesis,

no se encontró que las proporciones de poĺımero exploradas afectaran de forma

diferencial la liberación de FBZ.

Una posible explicación de esta diferencia de comportamiento entre ABZ

y FBZ podŕıa atribuirse a las diferencias en su solubilidad acuosa (0.01 mg/L

para FBZ y 10 mg/L para abz, a 25 °C)1. Cuando el fármaco es insoluble o

muy poco soluble en la capa concentrada de poĺımero, será liberado de forma

incambiada al medio y su perfil de disolución dependerá de sus propiedades

f́ısico-qúımicas (estado polimórfico, tamaño, solubilidad del fármaco) (Craig,

2002). Considerando los resultados obtenidos, es claro que la disolución de FBZ

no depende de las propiedades del veh́ıculo empleado, sino que probablemente

su muy limitada solubilidad en agua sea el único factor que rige su proceso de

disolución. En cambio, como ABZ presenta una mayor solubilidad en agua, su

proceso de disolución desde las DS es regido por el propio proceso de disolución

del veh́ıculo en el medio, pudiendo verse retrasada la cinética de liberación del

activo por las propiedades de los poĺımeros empleados.

En cuanto a la caracterización qúımico-estructural realizada, se demostró,

por un lado, que no se dan reacciones qúımicas entre los componentes de las

preparaciones que afecten su estructura qúımica, para ninguna de las com-

binaciones fármaco/poĺımero estudiadas. Esta observación fue consistente a

través de todos los análisis realizados, ya sea espectroscópicos (MRC y FT-IR)

o térmicos (DSC y TGA). Por otro lado, como fuera mencionado en el apar-

tado 3.1.1 de este caṕıtulo, las DS pueden contener al fármaco en su forma

cristalina, amorfa o disuelto (total o parcialmente) en el veh́ıculo. Para el caso

de FBZ, pudo demostrarse mediante XRPD que no existen cambios en su frac-

ción cristalina luego del proceso de DS, por lo que las dispersiones preparadas

consisten en fármaco en su estado cristalino disperso en la matriz polimérica,

también cristalina. Esta observación es de gran relevancia, ya que nos indica

que la mejora en la velocidad de disolución de FBZ no se debe a una disolución

previa del fármaco en la matriz, ni a una transición de un estado cristalino a

1Datos extráıdos de Horvat et al. (2012)
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uno amorfo, como ocurre en muchos casos durante este tipo de procesos.

Un aspecto positivo, relacionado a los resultados de los estudios de XRPD,

es que demuestran que el FBZ se presenta en las DS en su forma cristalina más

estable (único polimorfo reportado), por lo que la inestabilidad f́ısica no seŕıa

un problema a considerar para estas preparaciones. Una de las limitaciones

más frecuentes durante el desarrollo de las DS se debe a la inestabilidad f́ısica

de los sistemas (Leuner y Dressman, 2000), ya que las dispersiones donde el

fármaco se encentra disuelto en el poĺımero o en su estado amorfo tienden a su-

frir cambios estructurales hacia conformaciones energéticamente más estables

durante el tiempo de almacenamiento.

La caracterización mediante MRC, demostró que en las muestras de DS se

alcanza un grado de miscibilidad y homogeneidad de distribución de los com-

ponentes notablemente mayor a los encontrados en las MF. En las primeras,

las part́ıculas de FBZ se encuentran rodeadas de zonas donde coexisten tanto

fármaco como poĺımero, mientras que las imágenes de las MF están compues-

tas por pixeles donde se encuentra únicamente uno de los dos componentes. La

MRC permitió demostrar que el proceso de DS permite obtener un material

particulado donde las part́ıculas de FBZ se encuentran rodeadas de poĺımero,

que al contacto con el medio de disolución se disuelve para dejar expuesto al

fármaco. Esto le otorga al activo una mejor capacidad de humectación y, por

ende, facilita el proceso de disolución.

En la extensa caracterización qúımico-estructural realizada, la MRC fue

la única herramienta mediante la cual se pudo observar diferencias entre las

DS y las MF preparadas que explicaran cómo el proceso de dispersión podŕıa

estar afectando la disolución del fármaco. En tal sentido, las diferencias en la

distribución espacial de los componentes y la alta homogeneidad lograda en las

dispersiones, evidenciadas por MRC, seŕıan las razones por las cuales se afecta

de forma diferencial el desempeño de disolución del activo para las DSy MF.

Por último, el estudio de reoloǵıa de polvos permitió clasificar los sistemas

obtenidos en términos de sus propiedades de flujo, de gran interés durante la

producción de medicamentos, donde el transporte de polvos es una operación

frecuente. El flujo es a menudo variable e impredecible, y las caracteŕısticas

cohesivas y adhesivas del material particulado son comúnmente causantes de

dificultades (Taylor y Aulton, 2021). Estas propiedades a su vez, son influen-

ciadas por caracteŕısticas de la superficie de las part́ıculas del material, como

el tamaño de las part́ıculas, su rugosidad, su forma, y la enerǵıa libre super-
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ficial (Taylor y Aulton, 2021). En este sentido, caracterizar el flujo de las DS

preparadas, en una etapa temprana del desarrollo de las formulaciones, resulta

fundamental para tomar decisiones durante el diseño del proceso de fabricación

—por ejemplo, referidas al tipo de equipamiento a emplear—.

Debido a la importancia del flujo de polvos, se han desarrollado numerosas

pruebas de laboratorio para ayudar a predecir cómo se comportará una mez-

cla de materiales durante la fabricación de la forma farmacéutica final. A tal

efecto, fueron estimados los ı́ndices de Carr y Hausner, y el ángulo de reposo

de los componentes puros y de los polvos obtenidos de DS y MF. El FBZ puro

resultó ser un polvo altamente cohesivo, con propiedades de flujo que vaŕıan de

pobre a muy, muy pobre según el ı́ndice evaluado. Por el contrario, el material

particulado de los poĺımeros fue clasificado con flujo excelente, según los ángu-

los de reposo estimados, y con carácter de flujo pasable o pobre (P188 y P407,

respectivamente), según los ı́ndices de Carr y Hausner. Como es de esperar,

incorporar los poĺımeros al FBZ resulta en la mejora de sus propiedades de

flujo, tanto si se trata de DS como de MF, pero existen notables diferencias

entre los polvos que fueron sometidos al proceso de DS respecto a la mezcla

simple de componentes.

Para las MF se observa que la disminución de la cantidad de poĺımero

impacta en las propiedades de flujo del material particulado, tanto que las

MF que contienen un 50 % de poĺımero se clasifican, al igual que el FBZ

puro, como polvos cohesivos, con flujos entre pobres y muy, muy pobres. Sin

embargo, no existen diferencias entre las categoŕıas asignadas a las diferentes

muestras de DS. Las DS con la mı́nima cantidad de poĺımero (50 % p/p)

o aquellas con cantidades máximas (95 % p/p) fueron clasificadas de igual

forma, independientemente también del poĺımero empleado (P188 o P407).

Por ello, es posible afirmar que el proceso de DS colabora notablemente en la

mejora de las propiedades reológicas del material, transformando los polvos de

FBZ-poloxamer en mezclas menos cohesivas y con mejor flujo. Probablemente,

la mejora del flujo lograda para las DS responda, al igual que la mejora en la

disolución del fármaco, a su mejor homogeneidad de distribución en la matriz

polimérica, evidenciada por la MRC.
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3.5. Conclusiones del caṕıtulo

Con el objetivo de mejorar la velocidad de disolución de FBZ, se prepararon

diferentes DS binarias mediante el método de fusión, empleando dos tipos

diferentes de poloxamer y variando su proporción. Los resultados de los ensayos

de disolución in vitro mostraron una marcada mejora cuando el principio activo

se incorporó en las DS, respecto a la mezcla de componentes sin someter al

proceso de dispersión y también al activo sin formular.

Por otra parte, la caracterización de las preparaciones mediante análisis

térmico, XRPD y espectroscoṕıa FT-IR, permitió descartar que las mejoras en

la velocidad de disolución del principio activo se debieran a transformaciones de

su estado cristalino o cambios en la qúımica de los componentes. Los estudios

MRC, utilizada como una herramienta no destructiva para mapear cualitati-

vamente la distribución de los componentes en las diferentes formulaciones,

mostraron que las DS presentan una mayor homogeneidad en comparación a

las respectivas MF.

Finalmente, todas las dispersiones preparadas presentaron propiedades de

flujo mejoradas respecto al principio activo sin formular y a las mezclas sim-

ples de los componentes. Los indicadores obtenidos resultaron apropiados para

realizar operaciones de manipulación de los polvos de estos sistemas a escalas

mayores.

En resumen, los sistemas obtenidos permiten una adecuada liberación del

principio activo, a la vez que se presentan como polvos fácilmente manipulables.

Estas dos caracteŕısticas, logradas a través del proceso de dispersión, resultan

alentadoras para continuar hacia el diseño de una forma farmacéutica final que

incluya las dispersiones sólidas preparadas, aśı como su evaluación in vitro e

in vivo.

Parte de los resultados recogidos en este caṕıtulo se encuentran publica-

dos en el trabajo titulado The Impact of Solid Dispersion on Formulation,

Using Confocal Micro Raman Spectroscopy as Tool to Probe Distribution of

Components (Melian et al., 2018). Esta publicación puede encontrarse en el

apéndice 3, al final del manuscrito.
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Caṕıtulo 4

Nanocristales redispersables de

fenbendazol y de

valero-fenbendazol

Este caṕıtulo se organiza de la siguiente manera. En la sección 4.1 se pre-

senta la producción de nanocristales como estrategia para mejorar el perfil de

disolución de fármacos poco solubles en agua, se revisan los fundamentos teóri-

cos de la temática y se recapitulan los avances cient́ıficos reportados al respecto.

La sección 4.2 describe la preparación de diferentes nanocristales redispersa-

bles de fenbendazol mediante un proceso de molienda húmeda asistida por mi-

croesferas y detalla los métodos empleados para su caracterización. Además,

describe la metodoloǵıa seleccionada para preparar nanocristales redispersa-

bles de valero-fenbendazol —compuesto h́ıbrido derivado de fenbendazol con

potencial antihelmı́ntico—. En tercer lugar, sección 4.3, se presentan los resul-

tados de la evaluación de diferentes excipientes poliméricos y su proporción en

la redispersión de los nanocristales preparados, aśı como en el rendimiento del

proceso. También en esta sección, se recogen los resultados de la caracteriza-

ción de las preparaciones obtenidas con énfasis en la evaluación del tamaño de

part́ıcula alcanzado para el fármaco y su perfil de disolución in vitro. Los resul-

tados presentados se discuten en la sección 4.4. Por último, en la sección 4.5,

se presentan las conclusiones del caṕıtulo.
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4.1. Nanocristales: aspectos teóricos y estado

del arte

Como fuera mencionado anteriormente, uno de los principales desaf́ıos en-

contrados durante la formulación de fármacos está relacionado a la baja solubi-

lidad acuosa de algunos compuestos y a la dificultad que esto conlleva para que

se alcancen concentraciones terapéuticas en el sitio de acción, en virtud de la

necesidad de disponer del fármaco disuelto para su permeación a través de las

membranas biológicas. Dentro de las opciones más novedosas para enfrentar

esta problemática —comentadas en el caṕıtulo 2 de esta tesis—, el diseño de

sistemas portadores de fármacos con tamaño nanométrico ha cobrado especial

interés tanto a nivel académico como industrial.

Puntualmente, el auge de la nanotecnoloǵıa en el ámbito farmacéutico ha

dado lugar al desarrollo de diversos tipos de nanopart́ıculas1, entre los que

se encuentran los nanocristales (NC)2 (Müller et al., 2011), las nanopart́ıcu-

las poliméricas (Begines et al., 2020), las nanopart́ıculas liṕıdicas (Bahari y

Hamishehkar, 2016), las nanoemulsiones (Gurpreet y Singh, 2018) y los nano-

liposomas (Demirci et al., 2017). Entre los sistemas mencionados, los NC se

presentan como una de las estrategias más prometedoras para la formulación

de fármacos, especialmente cuando el desaf́ıo consiste en formular compuestos

prácticamente insolubles, no solo en agua, sino también en solventes orgánicos3

(Rabinow, 2004).

En el ámbito farmacéutico, se define a los NC como part́ıculas constitui-

das únicamente de fármaco cuyo tamaño se encuentra en el rango de 10 a

1000 nm (Müller et al., 2011). Los NC se obtienen generalmente suspendidos

en un medio acuoso en forma de nanosuspensiones (NS) que luego pueden o no

someterse a un proceso de secado para producir polvos reconstitúıbles (Pare-

des et al., 2016). Adicionalmente, la formulación de NC puede incluir agentes

1La primera definición de nanopart́ıculas encontrada en bibliograf́ıa es de Brigger et al.
(2002). En este trabajo los autores indican que las nanopart́ıculas podŕıan ser definidas como
sistemas coloidales submicrónicos (de tamaño menor a una micra), generalmente, pero no
necesariamente, hechos de poĺımeros (biodegradables o no).

2También denominados nanopart́ıculas cristalinas
3En general, en las nanopart́ıculas basadas en portadores, el fármaco se encuentra di-

suelto total o parcialmente en el interior de una matriz o sistema de escala nanométrica. En
el caso de los NC, el propio fármaco es quien posee un tamaño de part́ıcula nanométrico.
En este sentido, es posible formular como NC compuestos que son insolubles tanto en agua
como en aceites ya que no es necesaria la disolución del fármaco en ningún medio durante
la producción de la formulación (Rabinow, 2004).
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surfactantes o estabilizantes estéricos de carácter polimérico, empleados con el

fin de favorecer la reconstitución de las nanopart́ıculas desde el estado sólido

o, en el caso de las NS, mejorar su estabilidad.

4.1.1. Bases cient́ıficas

La disminución de tamaño de las part́ıculas desde la escala micrométrica

a la nanométrica produce cambios a nivel de las propiedades fisicoqúımicas

del material a granel. En este sentido, una de las propiedades caracteŕısticas

de los NC es su mayor velocidad de disolución, producto del área superficial

aumentada. Considerando la ecuación de Noyes–Whitney 4.1, la velocidad de

disolución de un sólido es función del área superficial, el grosor de la capa de

difusión y su solubilidad de saturación.

dX

dt
=

(
D · A

h

)(
Cs −

X

V

)
(4.1)

Donde dX/dt es la velocidad de disolución (con unidades de kg.m2.s−1),

X es la cantidad de sólido en solución (kg o mol), t es el tiempo (s), A es el

área superficial efectiva (m2), D es el coeficiente de difusión del sólido (m.s−1),

h es el grosor de la capa de difusión (m), Cs es la solubilidad de saturación

del sólido (kg.L−1 o mol.L−1) y V es el volumen del medio de disolución (L)

(Noyes y Whitney, 1897). Al disminuir el tamaño de part́ıcula del sólido se

afectan dos parámetros fundamentales de la ecuación que rige su disolución:

aumenta el área superficial total (por lo que aumenta A) y se disminuye la capa

hidrodinámica que rodea las part́ıculas (disminuyendo h) (Lu et al., 2018).

Además, disminuir el tamaño de part́ıcula de un sólido también mejora su

solubilidad de saturación. Este fenómeno puede representarse a través de la

ecuación de Ostwals-Freundlich (ecuación 4.2) que establece que la solubili-

dad de saturación de un sólido es inversamente proporcional a su radio. En

esta ecuación, Cs es la solubilidad de saturación, Cα es la solubilidad de una

part́ıcula macrométrica, σ es la tensión interfacial, V es el volumen molar de

NC (m3.mol−1), R es la constante de los gases, T es la temperatura (K ), ρ

es la densidad de la part́ıcula (g.m3) y dnp es su diámetro (m) (Couillaud et

al., 2019). Este aumento de la solubilidad también contribuye al aumento de

velocidad de disolución observado para los NC, ya que también es una de las

variables que influye de forma directa en la ecuación 4.1.
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(
Cs

Cα

)
=

4σV

2.303 ·RT · ρ · dnp
(4.2)

Otra de las importantes propiedades que poseen los NC de fármacos es la

fuerte adhesión a mucosas producto del área superficial aumentada y, por ende,

el aumento de puntos de contacto disponibles para que tengan lugar atracciones

de tipo Van der Waals con las barreras fisiológicas (Gupta, 2006; Müller et al.,

2011). Este fenómeno de mucoadhesión es pronunciado y reproducible, lo cual

colabora también a explicar la reducción de la variabilidad interindividual e

intraindividual observada tras la administración de NC por v́ıa oral (Müller et

al., 2011).

En resumen, los NC de fármacos presentan al menos tres ventajas respec-

to a fármacos convencionales, producto de su tamaño de part́ıcula reducido.

Primero, el aumento exponencial del factor de área superficial que determina

una mayor velocidad de disolución. En segundo lugar, el mayor número de

moléculas disueltas disponibles para su absorción, producto del aumento de

la solubilidad de saturación y, por último, una mayor adhesividad a barreras

fisiológicas.

Para fármacos clasificados como clase ii en el BCS — poco solubles en

agua, pero con buena permeabilidad del epitelio gastrointestinal—, la disolu-

ción es el paso limitante para su absorción. En este sentido, los NC de fármaco

aseguran un proceso de disolución más rápido en el tracto gastrointestinal que

puede determinar una mejora de su biodisponibilidad oral. Por otra parte, el

uso de poĺımeros tensoactivos como excipientes en las formulaciones de NC

colabora con la humectación de la superficie de las nanopart́ıculas cristalinas,

contribuyendo también a aumentar su velocidad de disolución (Kesisoglou et

al., 2007).

4.1.2. Producción

Existen dos aproximaciones que engloban las diferentes técnicas mediante

las cuales se obtienen NC de fármacos (ver figura 4.1). Por un lado, es posible

producirlos mediante una precipitación controlada de las moléculas del fármaco

en solución, lo que se conoce como procesos bottom-up. Por otro lado, es posible

obtenerlos rompiendo part́ıculas de fármaco de tamaño micrométrico mediante

métodos mecánicos, que constituyen las metodoloǵıas denominadas como top-

down.
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Figura 4.1: Procedimientos empleados para la obtención de nanocristales. Las dife-
rentes técnicas utilizadas pueden agruparse en dos grandes grupos: top-down, cuando
implican procesos de reducción de tamaño de part́ıcula, y bottom-up, cuando se parte
de las moléculas en solución y se procede a crecer las estructuras cristalinas. Figura
adaptada de Rawat (2015).

Existe, además, la posibilidad de combinar las tecnoloǵıas bottom-up y top-

down durante la producción de este tipo de formulaciones. La combinación de

tecnoloǵıas tiene, en general, las ventajas de acelerar los tiempos de procesa-

miento y permitir alcanzar menores tamaños de part́ıcula finales (Salazar et

al., 2014; Shegokar y Müller, 2010).

4.1.2.1. Procedimientos top-down

Las técnicas de tipo top-down consisten en la aplicación de grandes canti-

dades de enerǵıa para disminuir el tamaño de las part́ıculas a granel hasta la

escala nanométrica a través de su desgaste mecánico. Actualmente, las prepa-

raciones de NC disponibles en el mercado son producidas en su mayoŕıa por

molienda húmeda u homogeneización de alta presión, ambas consideradas co-

mo técnicas de este tipo (ver tabla 4.1) (J. Liu et al., 2020; Mohammad et al.,

2019).

La molienda húmeda asistida por microesferas consiste en agitar en una

cámara de molienda el fármaco y el estabilizante suspendidos en agua junto

con un agente de molienda (esferas de circonio, vidrio o acero) a temperatura

controlada. En la figura 4.2 se esquematiza el tipo de equipo empleado en

esta tesis. El diseño básico de este tipo de molinos cuenta con una cámara de

molienda, un rotor acoplado a un motor y una camisa para la circulación del

refrigerante que evita el sobrecalentamiento de la muestra (Real et al., 2022).
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Figura 4.2: Esquema de un molino para molienda asistida por microesferas. En este
tipo de molinos, la disminución de tamaño de las part́ıculas de fármaco es producto
de las fuerzas mecánicas que desgastan las part́ıculas contenidas en la cámara.

Esta técnica presenta varias ventajas como la alta eficiencia de los procesos,

su bajo costo y su flexibilidad para el escalado, por lo que actualmente es la

técnica más empleada (Ghosh et al., 2012; Li et al., 2016; Lu et al., 2018; Yao

et al., 2018). Sin embargo, puede resultar ineficiente para controlar el tamaño

y la distribución de las part́ıculas o presentar problemas de contaminación,

derivados de los agentes de molienda (Chen et al., 2020).

Es interesante notar que, luego de la etapa de reducción de tamaño, se

obtiene una suspensión de NC que puede emplearse, por ejemplo, como una

formulación ĺıquida en forma de inyectable o suspensión oral, siempre que se

la logre estabilizar correctamente. Otra de las opciones tecnológicas posibles,

consiste en el secado de esta NS obtenida para su conversión a un polvo redis-

persable, siendo la técnica de secado por aspersión una de las más utilizadas

con este propósito (Junyaprasert y Morakul, 2015; Paredes et al., 2016; Yang

et al., 2014).

El secado por aspersión (o spray-drying) es un procedimiento que permite

la obtención de polvos a partir de muestras ĺıquidas. Consiste en la evaporación

rápida del solvente de una solución mediante su aspersión en forma de got́ıcu-

las en condiciones controladas. Las got́ıculas formadas al asperjar la solución

entran en contacto con una corriente de aire caliente que permite una evapo-

ración rápida del solvente dando paso a la formación de una part́ıcula sólida

(Patel et al., 2018). El proceso de secado por aspersión aplicado al secado de
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las NS se esquematiza en la figura 4.3.

Figura 4.3: Representación esquemática de un secador por aspersión. Los procesos
que están involucrados en el secado de las suspensiones son: (1) atomización (forma-
ción de las got́ıculas), (2) secado (conversión de gota a part́ıcula) y (3) recolección
de las part́ıculas. Imagen adaptada de Santos et al. (2018)

4.1.2.2. Procedimientos bottom-up

La producción de NC a través de procesos bottom-up consiste en el creci-

miento controlado de cristales desde una solución de fármaco. Generalmente,

el proceso consta de dos etapas, comenzando con una fase de nucleación pro-

ducida por el agregado de un antisolvente a la solución de fármaco, seguida de

una fase de crecimiento controlado de los núcleos cristalinos generados. Me-

diante las técnicas bottom-up es posible producir NC de uniformidad y calidad

superior a los obtenidos mediante procedimientos top-down, a la vez que se

consume menos enerǵıa y tiempo (Chen et al., 2020). Sin embargo, como fuera

mencionado anteriormente, los medicamentos disponibles en el mercado están

en su mayoŕıa fabricados a partir de técnicas top-down.

El escaso éxito de los procesos bottom-up responde principalmente a dos

razones que limitan su transferencia tecnológica a escala industrial. En primer

lugar, el fármaco del cual se quiere obtener NC debe poder disolverse al menos

en un solvente, lo que muchas veces involucra una etapa de remoción de sol-

ventes orgánicos como parte del proceso de producción (Salazar et al., 2014).

En segundo lugar, los procesos bottom-up presentan el desaf́ıo de limitar el
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crecimiento de los cristales al rango nanométrico a la vez que debe controlarse

la fase cristalina o amorfa deseada. Para ello, es necesario lograr una fase de

nucleación rápida de las part́ıculas cristalinas, seguida de una fase de creci-

miento lenta. Si bien este control ha sido logrado a través del agregado de

estabilizantes —como poĺımeros y surfactantes, que previenen la agregación

de part́ıculas— y a través de la manipulación de parámetros fisicoqúımicos

—como vaćıo, temperatura o el uso de ultrasonido—, la producción se limita

a lotes pequeños y los procesos no son fácilmente escalables (Chen et al., 2020;

Choi et al., 2005).

4.1.2.3. Combinación de tecnoloǵıas

Existe evidencia de que partir de un tamaño de part́ıcula menor para la

producción de NC por técnicas de tipo top-down permite alcanzar productos

más homogéneos y de menor tamaño de part́ıcula final. En este sentido, la

modificación de la morfoloǵıa de las part́ıculas de partida, por ejemplo a través

de un tratamiento previo de secado por aspersión, permite obtener tamaños

de part́ıcula de NC más pequeños, en comparación con el tamaño de part́ıcula

obtenido a partir del procesamiento de fármacos micrométricos no modificados

(T. Liu et al., 2019).

4.1.3. Caracterización

Además de los aspectos clásicos que determinan la calidad de un polvo o

suspensión convencional, las nanopart́ıculas presentan aspectos diferenciales

que deben ser adecuadamente caracterizados. Es aśı que, cuando se quiere

caracterizar un sistema nanoparticulado, deben estudiarse parámetros de sus

part́ıculas como el tamaño, la carga superficial, la morfoloǵıa, la cristalinidad

y la disolución; todos ellos potencialmente modificados respecto al material a

granel y determinantes para el desempeño del sistema.

4.1.3.1. Tamaño de part́ıcula y distribución de tamaño

El tamaño de part́ıcula y su distribución son las caracteŕısticas que defi-

nen al material nanoparticulado y tienen impacto directo en su desempeño

por afectar tanto su solubilidad como su velocidad de disolución (ver apar-

tado 4.1.1). La mayoŕıa de las técnicas de medida de tamaño se basan en el
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concepto de medición equivalente de esfera unidimensional, en el cual el ta-

maño de part́ıcula se define como el diámetro de la esfera que presentaŕıa las

mismas propiedades que la part́ıcula real (como masa o volumen, por ejemplo)

(Malvern Instruments Worldwide, 2012).

Si bien existen diversas técnicas para realizar este tipo de mediciones, la

más utilizada es la dispersión de luz dinámica (DLS), también conocida como

espectroscoṕıa de correlación de fotones (Lu et al., 2018). Esta técnica permite

determinar el diámetro de part́ıculas en suspensión iluminando las part́ıculas

con una fuente de luz monocromática. Las fluctuaciones en la intensidad de

la luz dispersada que se producen son dependientes del tamaño de part́ıcula:

las part́ıculas más pequeñas se desplazan más y con mayor velocidad que las

de mayor tamaño. El análisis de las fluctuaciones de intensidad registradas se

correlaciona con el movimiento Browniano de las part́ıculas y permite deter-

minar su diámetro hidrodinámico1 a través de la relación de Stokes-Einstein

(Malvern Instruments Worldwide, 2012).

La distribución del tamaño de part́ıcula se evalúa a través del ı́ndice de po-

lidispersidad (IPd), estimado como el cuadrado del cociente entre la desviación

estándar y el diámetro promedio de la muestra de part́ıculas. Las poblaciones

de part́ıculas que presentan valores de IPd entre 0.10 y 0.25 son consideradas

con distribución de tamaño estrecha u homogénea, mientras que valores ma-

yores a 0.5 indican una distribución de tamaño heterogénea (Lu et al., 2018).

4.1.3.2. Morfoloǵıa y cristalinidad de las part́ıculas

Los NC pueden presentar part́ıculas con diferente forma: ciĺındricas, cúbi-

cas, esféricas, elipsoidales o aciculares. Medidas por DLS, dos poblaciones de

part́ıculas con distinta forma pueden presentar el mismo tamaño —debido a la

medición equivalente de esfera unidimensional comentada anteriormente—, sin

embargo, podŕıan presentar un área superficial muy diferente, lo cual repercu-

te directamente en su disolución (Lu et al., 2018). Herramientas microscópicas

como la microscoṕıa de fuerza atómica, la microscoṕıa de transmisión electróni-

ca o SEM son de utilidad para conocer la forma de las part́ıculas cristalinas

producidas.

1La medida de diámetro hidrodinámico que se obtiene mediante DLS refiere al diámetro
total de la nanopart́ıcula (núcleo sólido) más las estructuras superficiales que se muevan junto
a ella, lo que muchas veces corresponde a la capa de poĺımero o electrolitos que acompañan
las primeras esferas de hidratación del núcleo.
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Por otra parte, estudiar la fase cristalina de los NC, aśı como la presencia de

hidratos, polimorfos o la formación de part́ıculas amorfas durante los procesos,

resulta de gran relevancia para conocer el sistema obtenido. Además, esta

información es de utilidad para predecir la estabilidad de los sistemas. En

general, estos estudios se realizan mediante análisis de XRPD, DSC y TGA.

4.1.4. Aplicaciones

Desde los primeros reportes cient́ıficos en la década del 90 acerca de la

producción de NC, esta tecnoloǵıa ha cobrado cada vez mayor importancia.

Hasta el último relevamiento publicado en 2019, se conocen más de 20 pro-

ductos introducidos al mercado basados en NC (Mohammad et al., 2019). La

tabla 4.1 recoge la mayoŕıa de las formulaciones comercializadas y algunas de

las que se encuentran en etapas de estudio cĺınico; alĺı, puede observarse que,

en su mayoŕıa, son formulaciones empleadas para mejorar la biodisponibilidad

oral de fármacos poco solubles en agua.

Si bien los NC han tenido un marcado impacto en lo que es la administra-

ción oral de fármacos poco solubles en agua, también han demostrado ser de

gran utilidad en la administración de compuestos activos por v́ıa parenteral

(Shetab Boushehri et al., 2020), pulmonar (Kumar et al., 2020), ocular (Shar-

ma et al., 2016) y dérmica (Patel et al., 2018), contándose incluso con algunos

productos en el mercado (ver tabla 4.1). Además, varios autores mencionan

una clara tendencia de crecimiento en la incorporación de esta tecnoloǵıa en

la producción de medicamentos y predicen que, con el tiempo, habrá cada vez

más productos disponibles comercialmente (Chariou et al., 2020; Meena et al.,

2018).

Particularmente, en el campo veterinario, la nanotecnoloǵıa ha presentado

notables avances en materia de diagnóstico, tratamiento, vacunación, produc-

ción animal, alimentación e higiene (El-Sayed y Kamel, 2020; Youssef et al.,

2019). Además, particularmente en relación al uso de formulaciones basadas en

NC, se ha demostrado que es un enfoque eficaz para aumentar la biodisponi-

bilidad y la respuesta terapéutica de fármacos antihelmı́nticos de la familia de

los benzimidazoles (Paredes, Bruni et al., 2018; Paredes et al., 2020; Paredes,

Litterio et al., 2018; Pensel et al., 2018; Sun et al., 2022).
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ió
n

B
ot
om

-u
p

O
ra
l

C
om

er
ci
al
iz
ad

o
19
82

A
n
ti
ar
ŕı
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ú
m
ed
a

T
op

-d
ow

n
O
ra
l

C
om

er
ci
al
iz
ad

o
20
01

A
n
al
gé
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4.2. Metodoloǵıa

4.2.1. Preparación de nanocristales redispersables de

fenbendazol y de valero-fenbendazol

En primer lugar, se mezclaron fármaco (FBZ o VAL-FBZ) y portador de

forma manual en un mortero, agregando la cantidad necesaria de agua milliQ

de forma gradual, de acuerdo a las tablas 4.2 y 4.3. Una vez que se obtuvo una

suspensión homogénea, se la colocó en la cámara de molienda de un molino

de bolas donde se sometió a un proceso de molienda húmeda asistida con

microesferas.

Las condiciones de molienda dependieron del tipo de molino empleado1:

para el molino a, se operó a una velocidad de 500 rpm con esferas cerámicas

de óxido de circonio (ZrO2) de 0.5 mm de diámetro, y refrigerando la cámara

por inmersión en un baño de agua-hielo; para el molino b, se operó a 1500

rpm, con esferas del mismo material, pero de 0.1 mm, y empleando un control

de temperatura seteado a 15 °C.
El proceso de molienda fue de 2 horas durante las cuales se tomaron mues-

tras cada 30 minutos para monitorear los cambios de tamaño de part́ıcula

del fármaco. Las tablas 4.2 y 4.3 resumen las composiciones estudiadas, las

cantidades de agua milliQ agregadas y el molino empleado en cada caso.

El producto obtenido luego de la molienda consiste en la NS del fármaco

en una solución de agua y portador. El agua de las NS se eliminó mediante un

proceso de secado por aspersión, empleando un equipo a escala de laboratorio

Mini Spray-dryer, Büchi B-290 (Büchi Labortechnik AG, Suiza) equipado con

un módulo deshumidificador Büchi B-296 (Büchi Labortechnik AG, Suiza). Se

empleó una tobera de doble fluido con un orificio de 1.5 mm de diámetro y

1Ambos dispositivos usados permiten obtener nanosuspensiones a escala de laboratorio
a través de un proceso de molienda húmeda asistida por microesferas. Los dos equipos
utilizados en esta tesis consisten en una cámara de acero inoxidable sellada, conteniendo un
eje acoplado a un motor que permite mover una cama de esferas de circonio que, por estar
en contacto con el fármaco en suspensión, disminuye su tamaño por efecto abrasivo. Sin
embargo, los equipos utilizados presentan algunas diferencias. El primer molino empleado
(molino a) utiliza esferas de circonio de 0.5 mm de diámetro y alcanza una velocidad de
rotación máxima de su eje de 500 rpm. Además, la cámara de molienda del molino a se
refrigera por inmersión en un baño de agua-hielo. El segundo molino utilizado (molino b),
denominado NanoDisp® (NanoDisp, Córdoba, Argentina), puede operar con esferas de
circonio de 0.1 mm de diámetro, permite rotaciones de su eje de hasta 1500 rpm y su
cámara de molienda se encuentra rodeada de una camisa refrigerante, que permite el control
digital de la temperatura.
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Tabla 4.2: Composición de las nanosuspensiones y los nanocristales de fenbendazol
preparados con el molino a

NS NCR FBZ (g) HPMC (g) P407 (g) PVP-k30 (g) Lactosa (g) Manitol (g) P188 (g)
NS1 NCR1 5 5 - - - - -
NS2 NCR2 5 - 5 - - - -
NS3 NCR3 5 - - 5 - - -
NS4 NCR4 5 - - - 2.5 - 2.5
NS5 NCR5 5 - - - - 2.5 2.5
NS6 NCR6 5 - - - - - 5
NS7 NCR7 5 - - - - - 2.5
NS8 NCR8 5 - - - - - 1.2
NS9 NCR9 5 - - - - - 0.5

Estas suspensiones se prepararon agregando 200 mL de agua milliQ y utilizando un tamaño de esferas
de circonio de 0.5 mm. NS: nanosuspensión; NCR: nanocristales redispersables; HPMC: hidroxipropilme-
tilcelulosa; P407: poloxamer 407; P188; poloxamer 188; PVP-k30: polivinilpirrolidona; FBZ: fenbendazol;
VAL-FBZ: valero-fenbendazol.

Tabla 4.3: Composición de las nanosuspensiones y los nanocristales redispersables
de fenbendazol y valero-fenbendazol preparados con el molino b

NS NCR FBZ (g) VAL-FBZ (g) P188 (g)
NS10 NCR10 2.5 - 2.5
NS11 NCR11 - 2.5 2.5

Estas suspensiones se prepararon agregando 90 mL de agua milliQ y utilizando un tamaño de esferas de
circonio de 0.1 mm. NS: nanosuspensión; NCR: nanocristales redispersables; P188: poloxamer 188; FBZ:
fenbendazol; VAL-FBZ: valero-fenbendazol.

las condiciones de operación fueron: aire de atomización 50 mmHg (819 L/h);

aspiración 75 % (30 m3/h); temperatura de entrada 45 °C; y bomba 5 % (2

mL/min). El proceso de secado permite obtener un sólido particulado confor-

mado por el portador conteniendo los nanocristales redispersables (NCR) de

fármaco; el proceso de preparación global se esquematiza en la figura 4.4.

Con el fin de optimizar el método de producción de NCR, el trabajo se

organizó en diferentes etapas que permitieron evaluar el impacto de distintas

variables en el rendimiento del proceso. Además, se prepararon MF control de

cada composición, de acuerdo a lo descrito en el apartado 3.2.1 de esta tesis,

con el propósito de comparar el desempeño de los NCR obtenidos contra la

mezcla simple de sus componentes. A continuación, se describen las diferentes

preparaciones estudiadas.

4.2.1.1. Evaluación del efecto de diferentes portadores en la pro-

ducción de nanocristales

En esta etapa se procedió a variar el tipo de portador, preparándose cin-

co composiciones distintas (NS1-NS6, ver tabla 4.2 con la descripción de las
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Figura 4.4: Esquema del proceso de obtención de NCR de FBZ y poloxamer 188:
luego de la pesada de materias primas, se prepara en mortero una suspensión de
los componentes a través del agregado de agua milliQ; una vez que se cuenta con
una suspensión homogénea, se procede a colocarla en el molino junto con las esferas
de circonio, y moler durante 2 h a 1200 rpm; completada la etapa de molienda, la
suspensión es inmediatamente secada en un secador por aspersión, obteniéndose el
polvo que contiene los NCR.

preparaciones estudiadas), utilizando una relación de masas fija de fármaco

y portadores (relación 1:1). Los portadores evaluados fueron: P188, P407, hi-

droxipropilmetilcelulosa (HPMC) (METHOCEL™ E15 Premium LV), polivi-

nilpirrolidona (PVP) (PVP-k30), lactosa y manitol. El molino utilizado fue el

molino a.

4.2.1.2. Evaluación del efecto de la concentración de portador en

la producción de nanocristales

Una vez seleccionado el portador que permitiera el mejor rendimiento de

proceso, se estudió el efecto de la reducción de su porcentaje, tanto en el

rendimiento de proceso como en la redispersión de los NCR. Para ello, se

prepararon mezclas de partida con porcentajes de 9, 19, 33 y 50 % p/p de P188

(preparaciones NS6-NS9 de la tabla 4.2). En esta etapa también se utilizó el

molino a.
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4.2.1.3. Evaluación del efecto del dispositivo de molienda en la pro-

ducción de nanocristales

Una vez seleccionada la preparación con mejor rendimiento de proceso y

tamaño de part́ıcula óptimo, se prepararon los mismos NCR variando el dis-

positivo de molienda. Aśı se obtuvo la preparación NS10 de la tabla 4.3, con-

teniendo FBZ y P188 (50 % p/p) pero empleando el molino b.

4.2.1.4. Traslado de tecnoloǵıa de fenbendazol al h́ıbrido valero-

fenbendazol

Para evaluar la potencialidad de la tecnoloǵıa de producción de NCR de

ser trasladada a otros fármacos, una vez seleccionada la mejor metodoloǵıa

de producción de NCR para FBZ, esta se empleó para la obtención de NCR

del h́ıbrido VAL-FBZ (NS11) de la tabla 4.3. De este modo, se prepararon

nanocristales de VAL-FBZ y P188 (50 % p/p) empleando el molino b.

4.2.2. Caracterización de las preparaciones

4.2.2.1. Determinación del rendimiento de proceso y el rendimiento

de secado

El rendimiento global del proceso fue determinado como el cociente entre la

masa del polvo de NCR (pesados después de la etapa de secado por aspersión)

y la masa del material de partida, multiplicado por 100. Estas estimaciones

de rendimiento global del proceso ayudan a evaluar la pérdida de masa global

producida durante la manufactura (por ejemplo, separación del producto del

lecho de molienda, transferencias entre contenedores y pérdidas durante la

etapa de secado).

Se estimó además el rendimiento asociado solamente a la etapa de secado

de las muestras. Para ello, se pesó la suspensión de materias primas antes del

secado por aspersión para estimar la masa de fármaco y portador —a partir

de su composición conocida—. El rendimiento de secado se estimó como el

cociente entre la masa de NCR (después del secado) y la masa teórica de

sólidos en suspensión (previo al secado), multiplicado por 100.
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4.2.2.2. Medidas de tamaño de part́ıcula e ı́ndice de polidispersidad

El tamaño de part́ıcula y el IPd de las NS de fármaco y los NC resuspen-

didos en agua (aproximadamente 0.5 mg de NCR en 5 mL de agua milliQ) se

determinaron mediante DLS empleando un equipo Zetasizer Nano-Zs® (Mal-

vern Instruments, Reino Unido). Para tomar las medidas, las muestras de NS se

diluyeron adecuadamente con agua milliQ para estandarizar la concentración

de nanocristales. Adicionalmente, se realizó un estudio de la pertinencia del

uso de la técnica de DLS para la evaluación del tamaño de part́ıcula de los NC

obtenidos y un análisis del efecto del poĺımero codisuelto en el tamaño de las

muestras. La metodoloǵıa empleada y los resultados obtenidos se encuentran

en el apéndice 4 de esta tesis.

4.2.2.3. Contenido de humedad

El contenido de humedad del polvo se estudió para todas las muestras

inmediatamente después del paso de secado. Para ello se empleó un analizador

de humedad con calefacción halógena (OHAUS M45VR).

4.2.2.4. Ensayo de disolución de fenbendazol y valero-fenbendazol

Los estudios de disolución in vitro de FBZ sin formular, los NCR de FBZ y

las MF se realizaron por triplicado, ensayando una cantidad de muestra equi-

valente a 5 mg de FBZ, para asegurar condiciones sink, en 900 mL de HCl 0.1 N

a 37.0 ° C. Además, se estudió la disolución de una suspensión convencional de

FBZ disponible en el mercado. Para ello, se empleó un aparato de disolución

USP tipo 2 (SR6 SR11-6-Flask Dissolution Test Station, Hanson Research)

adaptado con filtros de 0.45 µm para el muestreo y seteado a una velocidad

de rotación de paleta de 50 rpm. Las muestras filtradas se recogieron a los 3,

5, 10, 15, 30 y 60 minutos de ensayo, y se volvieron a filtrar inmediatamente

luego de ser tomadas del vaso, pero empleando filtros de 0.22 µm.

También se realizaron estudios de disolución in vitro de VAL-FBZ, los

NCR11 y la MF correspondiente siguiendo la misma metodoloǵıa que para

FBZ, pero empleando cantidades de muestra equivalentes a 8 mg de fármaco

(cantidad equimolar a la ensayada para FBZ). Las muestras tomadas durante

los estudios de disolución se ensayaron para determinar el contenido de FBZ

y VAL-FBZ mediante espectrofotometŕıa UV-visible a 289.5 nm y 296.0 nm,
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respectivamente. Para VAL-FBZ, la curva de calibración en el medio de diso-

lución abarcó el rango de 0.85 a 50.00 µM y presentó una buena linealidad (R2

de 0.998) y un ĺımite de cuantificación de 0.63 µM. La cuantificación de FBZ

se realizó de acuerdo a lo descrito en el subapartado 3.2.2.2

Los perfiles de disolución obtenidos se compararon estad́ısticamente a

través de los factores f1 y f2, y se estimó la ED de las muestras estudiadas

de acuerdo a lo descrito anteriormente para las DS (subapartado 3.2.2.2). Las

comparaciones estad́ısticas de ED y las curvas de calibración se realizaron me-

diante GraphPad Prism versión 9.0.2 para Windows (GraphPad Software, San

Diego, California, EE.UU.).

4.2.2.5. Experimentos de solubilidad de fenbendazol y valero-

fenbendazol en condiciones de saturación

Para estudiar la solubilidad de saturación de los fármacos puros y en las

diferentes preparaciones, se agregó un exceso de los NCR conteniendo 50 %

p/p de P188, las MF correspondientes o fármaco puro en 5 ml de HCl 0.1 N

(seis réplicas). Los tubos fueron agitados a 37 °C durante 72 horas utilizando

una incubadora con agitación (MRC-LM 570, MRC Ltda). Se analizaron las

soluciones de muestra filtradas (0.22 µm) usando un espectrofotómetro UV-

visible a 289.5 o 296.0 nm, dependiendo del fármaco, después de realizar una

dilución apropiada.

4.2.2.6. Difracción de rayos x de polvo

Los estudios de XRPD se realizaron usando un difractómetro Rigaku Ulti-

ma IV, operando en geometŕıa Bragg-Brentano, utilizando radiación de CuKα.

Las muestras se midieron en el rango de 2-theta(º) = 4.00 - 60.00, en pasos de

0.02 º y con un tiempo de integración de 10 segundos por paso. Las prepara-

ciones estudiadas fueron NCR6, NCR10, NCR11, los componentes puros y las

MF correspondientes.

Adicionalmente, se realizaron estudios de XRPD de muestras de VAL-FBZ

puro activadas con agua de forma manual en un mortero y secadas a vaćıo a

100, 150, 170 y 200 °C por un peŕıodo de 6 h. Además, se estudió una muestra

de VAL-FBZ puro molida con nitrógeno ĺıquido en mortero, sin agregado de

agua1.

1Estos experimentos fueron realizados debido a la constatación de diferencias en los
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4.2.2.7. Otros estudios realizados

Se analizaron por MRC las preparaciones NCR10, NCR11 y las MF corres-

pondientes en ubicaciones aleatorias en áreas de 10 x 10 µm, con una cuadŕıcula

de 60 x 60 definiendo el mapa de bits de la imagen. Tanto la colección de datos

hiperespectrales como su análisis se realizó de acuerdo a lo descrito para las

DS en el subapartado 3.2.2.6 de esta tesis.

Además, se realizaron estudios de SEM, FT-IR, TGA y DSC siguiendo la

metodoloǵıa detallada para las DS en el apartado 3.2.2 de esta tesis. Las imáge-

nes de SEM se colectaron para las muestras NCR2, NCR3, NCR6, NCR10,

NCR11, los fármacos y poĺımeros puros y las mezclas f́ısicas correspondientes.

Los estudios de FT-IR, TGA y DSC se realizaron para las muestras NCR6,

NCR10, NCR11, los componentes puros y las MF correspondientes.

patrones de difracción de rayos x de polvo de la muestra de NCR11 y la MF correspondiente.
Las diferencias observadas sugeŕıan un cambio en la estructura cristalina del VAL-FBZ
luego de ser sometido al proceso de molienda húmeda, por lo que se decidió comprobar si
las diferencias se debian a la enerǵıa entregada durante el proceso (muestras molidas con
nitrógeno) o al agregado de agua (muestras activadas con agua).
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4.3. Resultados

4.3.1. Evaluación del rendimiento de proceso y el ta-

maño de part́ıcula

En la tabla 4.4 se resumen los rendimientos de proceso y de la etapa de

secado, el contenido de humedad de los NCR, y el tamaño de part́ıcula del

fármaco antes y después del secado por atomización para todas las prepara-

ciones estudiadas. En esta tabla se puede observar que para el conjunto de

NCR de FBZ preparados con 50 % p/p de portador y usando el molino a

(NCR1 a NCR6) la preparación con P188 (NS6) mostró el mejor rendimien-

to de secado (74 %). Por otra parte, los NCR conteniendo HPMC, P407 y

PVP-k30 presentaron rendimientos de secado aceptables de 61, 60 y 56 %,

(NCR1 a NCR3) respectivamente. Sin embargo, se observó que las mezclas de

lactosa-P188 o manitol-P188, en la relación 1:1 no son buenas como excipien-

tes para el secado por aspersión a las concentraciones empleadas, ya que los

rendimientos de secado obtenidos fueron de apenas de 1 y 39 %, (NCR4 a

NCR5) respectivamente.

Tabla 4.4: Rendimientos de proceso, contenido de humedad y tamaño de part́ıcula
de los nanocristales redispersables preparados.

Muestra Rendimiento (%)
Humedad

(%)
Tamaño

de la NS(a)
Tamaño luego de
redispersado (b)

Global Secado
Diámetro

(nm)
IPd

Diámetro
(nm)

IPd

NCR1 39 61 2.50 783.8 0.2 693.4 0.2
NCR2 44 60 0.79 511.5 0.3 307.0 0.2
NCR3 41 56 5.76 432.7 0.2 757.2 0.5
NCR4 1 1 nd 521.1 0.3 612.3 0.3
NCR5 33 39 0.89 411.5 0.2 363.9 0.2
NCR6 53 74 1.08 466.8 0.3 415.6 0.3
NCR7 34 44 0.33 537.5 0.1 791.0 0.5
NCR8 18 20 0.59 580.7 0.3 1258.3 0.3
NCR9 15 21 1.18 540.0 0.2 2033.3 0.3
NCR10* 60 73 1.35 265.9 0.2 258.1 0.2
NCR11* 63 72 2.08 215.4 0.2 217.0 0.2

(a) indica las medidas de tamaño de las part́ıculas realizadas a la nanosuspensión luego de terminar la etapa
de molienda (antes del secado); (b) indica las medidas de tamaño de los nanocristales redispersables, una vez
secados y redispersados en agua. Los asteriscos indican las preparaciones obtenidas con el molino b (menor
tamaño de esferas de circonio).NS: nanosuspensión; IPd: ı́ndice de polidispersidad.

Considerando que los mejores resultados de rendimiento de proceso se ob-

tuvieron empleando P188, se seleccionó este portador para evaluar el impacto
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de su reducción en el proceso de producción y las propiedades del producto

final. Para ello, se prepararon NS de FBZ conteniendo 33, 19 y 9 % p/p de

P188 (nombradas como NS7, NS8 y NS9, respectivamente), cuyos resultados

también se recogen en la tabla 4.3. Los resultados de este experimento mos-

traron que reducir la concentración de P188 disminuye de forma notoria el

rendimiento de secado de las preparaciones, por lo que emplear 50 % p/p de

P188 resultó la mejor opción para mantener buenos rendimientos de proceso.

En relación al tamaño de part́ıcula del fármaco y el IPd de todas las NS pre-

paradas con el molino a (NS1–NS9), se logró obtener part́ıculas con diámetros

en el rango de 400 a 800 nm y con valores de IPd de 0.1 a 0.3. En la figura 4.5

puede observarse un gráfico ejemplo de cómo evolucionan estos parámetros

durante las 2 horas de molienda para una de las preparaciones estudiadas.

Figura 4.5: Evolución del tamaño de part́ıcula y el ı́ndice de polidispersidad (IPd)
de una suspensión de fenbendazol durante su molienda (muestras tomadas del mo-
lino a los 30, 60, 90 y 120 minutos). Se muestra también el tamaño e IPd de los
nanocristales luego del secado de la nanosuspensión y su redispersión en agua (R).
Gráfico ejemplo para el preparado NCR6, conteniendo fenbendazol y poloxamer 188
en relación 1:1, obtenido con el molino a.

Una vez finalizada la etapa de secado de las NS y obtenidos los NCR se

evaluó su redispersión en agua. Los resultados, también contenidos en la tabla

4.3, muestran que las muestras que aumentan su tamaño de part́ıcula luego del
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secado son las de PVP-k30 (NCR3), lactosa-P188 (NCR4) y las que contienen

menos de 50 % de portador (NCR7–NCR9). Respecto a estas últimas, se

observa cómo aumenta el tamaño de las part́ıculas de FBZ redispersadas desde

los NCR al emplear concentraciones de P188 cada vez menores —aunque los

tamaños de part́ıcula de FBZ antes del secado fueron similares para las tres

NS de partida—.

En cuanto al uso del molino b, se observó que permite alcanzar menores

tamaños de part́ıcula y menores valores de IPd que el molino a —que opera a

una velocidad tres veces menor y emplea esferas de ZrO2 de mayor tamaño—.

En este sentido, los NCR10, preparados con el molino b, presentaron un ta-

maño de redispersión de 258.1 nm de diámetro (NCR10) contra 415.6 nm para

la redispersión de la muestra NCR6, de igual composición pero preparada con

el molino a. Además, los NCR11, también obtenidos con el molino b pero con-

teniendo VAL-FBZ, presentaron un tamaño de part́ıcula similar al alcanzado

para FBZ con el mismo molino (217.0 nm).

4.3.2. Solubilidad y disolución in vitro de las prepara-

ciones de fenbendazol y valero-fenbendazol

En la tabla 4.5 se resumen los resultados de solubilidad en condiciones de

saturación para los fármacos puros, sus NCR conteniendo 50 % de P188 y las

MF correspondientes. Alĺı se observa que los NCR de ambos fármacos tienen

una solubilidad —en HCl 0.1 N, a 37 °C— significativamente mayor respecto

a los fármacos sin nanometrizar, ya sean puros o codisueltos con P188 (en las

MF).

Tabla 4.5: Estudios de solubilidad de fenbdendazol y valero-fenbendazol según las
diferentes formulaciones. Medida en HCl 0.1 N a 37 °C para ambos compuestos puros
y en forma de mezclas f́ısicas y nanocristales redispersables conteniendo 50 % p/p
de P188 (NCR10 y NCR11)

Puros MF NCR
FBZ (mg.L-1) 36.5 ± 1.9 33.2 ± 2.5 45.3 ± 1.1

VAL-FBZ (mg.L-1) 173.5 ± 19.9 201.5 ± 27.1 325.9 ± 48.2
FBZ: fenbendazol; VAL-FBZ: valero-fenbendazol; MF: mezcla f́ısica; NCR: nanocristales redispersables

Para el caso de FBZ, este aumento puede atribuirse solamente al tamaño de

part́ıcula disminuido, ya que, al comparar la MF con el FBZ puro, la presencia

de P188 parece incluso afectar negativamente la solubilidad del fármaco. Para

el caso de VAL-FBZ, se observa que tanto el poĺımero codisuelto como la
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disminución del tamaño de part́ıcula del fármaco tienen un efecto sobre su

solubilidad. Sin embargo, se comprueba que el efecto de la nanometrización

del fármaco en su solubilidad es notablemente mayor que el simple agregado

de P188 en el medio de disolución.

Los perfiles obtenidos a partir de los estudios de disolución in vitro realiza-

dos para FBZ sin formular, los NCR10, la MF correspondiente y la suspensión

convencional de FBZ se presentan en la figura 4.6 En esta figura se observa

que, durante los primeros 15 minutos del ensayo, la cantidad de FBZ sin for-

mular disuelto se mantuvo por debajo del ĺımite de cuantificación del método,

mientras que el FBZ disuelto desde los NCR10 alcanzó cerca del 85 % de la

cantidad ensayada de fármaco. En el mismo peŕıodo de 15 minutos, el fármaco

disuelto, tanto desde la MF como desde la suspensión convencional, alcanzó un

40 % del total ensayado, es decir, apenas la mitad del FBZ liberado desde la

preparación de nanocristales. Además, la cantidad de fármaco disuelta desde

los NCR fue significativamente mayor que la cantidad disuelta desde la MF y

la suspensión convencional durante todo el ensayo.

Figura 4.6: Perfil de disolución de los nanocristales redispersables de fenbendazol
y poloxamer 188 en relación 1:1 y preparados con el molino b (NCR10), la mezcla
f́ısica análoga en composición, fenbendazol puro y una suspensión convencional de
fenbendazol. Para la muestra de fármaco puro, el fenbendazol no fue cuantificable
antes de los 60 minutos de ensayo.

Los perfiles de disolución de estas preparaciones (NCR10, MF y la suspen-
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sión comercial), fueron comparados entre śı a través del cálculo de los paráme-

tros f1 y f2. Los resultados de la estimación de estos parámetros demuestran

que las preparaciones de FBZ ensayadas presentan perfiles de disolución es-

tad́ısticamente diferentes entre śı (ver tabla 4.6).

Tabla 4.6: Comparación de los perfiles de disolución de las preparaciones conte-
niendo fenbendazol

Test Referencia f1 f2
NCR10 MF 48.86841 78.81451

SC MF 39.97945 95.7126
NCR10 SC 63.47207 74.21422

NCR10: preparación conteniendo fenbendazol y poloxamer 188 en relación 1:1, preparada con el molino b;
MF: mezcla f́ısica análoga en composición a NCR10; sc: suspensión convencional de FBZ (10 % p/v).

Por último, los valores de ED de cada preparación, calculados para dife-

rentes tiempos del ensayo (5, 30 y 60 minutos), se resumen en la tabla 4.7. Los

resultados muestran que la ED de FBZ es significativamente superior para los

NCR10 respecto al resto de las preparaciones, para todos los tiempos evalua-

dos. Para los NCR, la ED se estimó en 61 % durante los primeros 5 minutos

del ensayo de disolución y 92 % a los 60 minutos, mientras que, a los mismos

tiempos, la MF presentó valores de 14 y 47 %, respectivamente.

Tabla 4.7: Eficiencia de disolución de las preparaciones conteniendo fenbendazol y
valero-fenbendazol

Eficiencia de disolución
5 min 30 min 60 min

Fenbendazol - - 0.6 ± 0.4
Suspensión convencional 3.7 ± 2.1 35.7 ± 3.7 53.9 ± 5.8

NCR10 60.6 ± 1.1 89.7 ± 1.4 92.1 ± 2.9
MF análoga a NCR10 13.5 ± 0.3 37.2 ± 1.1 46.7 ± 1.2

VAL-FBZ - - -
NCR11 50.7 ± 1.5 79.4 ± 2.2 85.4 ± 3.9

MF análoga a NCR11 2.6 ± 0.8 13.9 ± 0.9 21.0 ± 1.0

Eficiencia de disolución expresada como media ± desviación estándar. NCR10: preparación conteniendo
fenbendazol y poloxamer 188 en relación 1:1, preparada con el molino b; NCR11: preparación conteniendo
valero-fenbendazol y poloxamer 188 en relación 1:1, preparada con el molino b; MF: mezcla f́ısica.

En cuanto al perfil de disolución obtenido para VAL-FBZ puro, los NCR11

y la MF correspondiente, el comportamiento observado es análogo al de FBZ.

La figura 4.7 muestra los perfiles obtenidos, a excepción del perfil de VAL-FBZ

puro, ya que no fue cuantificable durante todo el ensayo.

Se observa que, si bien VAL-FBZ posee una solubilidad en condiciones de

saturación mayor a la de FBZ, su cinética de disolución es más lenta, ya que
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Figura 4.7: Perfil de disolución de los nanocristales redispersables de valero-
fenbendazol y la respectiva mezcla f́ısica. El valero-fenbendazol no fue cuantificable
durante el ensayo del fármaco puro.

el fármaco puro no pudo ser cuantificado en 60 minutos de ensayo. Además,

la MF conteniendo 50 % p/p de P188 alcanzó un porcentaje de disolución

alrededor de 10 % menor al registrado para la preparación análoga conteniendo

FBZ. Sin embargo, estas diferencias no se presentan cuando se comparan las

preparaciones de NCR de ambos fármacos.

4.3.3. Microscoṕıa Raman confocal

En la figura 4.8 se comparan los espectros Raman colectados de FBZ, VAL-

FBZ y P188 puros. A través de estos espectros se identificó un grupo de señales

espećıficas del VAL-FBZ (alrededor de 1550 cm−1) que coinciden con las se-

leccionadas para FBZ en el apartado 3.3.4 de esta tesis, donde se comentan

los resultados de MRC de las DS. La señal elegida de P188 (alrededor de 841

cm−1) coincide, a su vez, con la seleccionada para P407, también discutido en

el apartado mencionado.

Las imágenes de MRC obtenidas para las preparaciones NCR10, NCR11 y

las MF correspondientes se muestran en la figura 4.9. Estas imágenes, obtenidas

a través de un procesamiento por filtros en las señales caracteŕısticas de cada

componente, muestran la alta homogeneidad lograda en ambas muestras de

NCR, en comparación con las respectivas MF.

Las imágenes normalizadas en términos de cociente de intensidad máxi-

ma de señales, generadas a través del procesamiento de los datos espectrales
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Figura 4.8: Espectros Raman de poloxamer 188 (P188), fenbendazol (FBZ) y
valero-fenbendazol (VAL-FBZ). Se marcan las señales empleadas para el procesa-
miento de datos por cociente de intensidad de señales: en azul, la señal que es
relativamente más caracteŕıstica del poĺımero respecto a ambos fármacos; en rojo,
las señales correspondientes a FBZ y VAL-FBZ.

—tal cual fuera descrito para las DS en apartado 3.2.2.6—, se muestran en

las figuras 4.10 y 4.11 para las preparaciones conteniendo FBZ y VAL-FBZ,

respectivamente. Las señales seleccionadas para obtener las imágenes norma-

lizadas fueron 1591 cm−1 para ambos fármacos y 841 cm−1 para P188, y la

relación se calculó como I1591/I841. En ambas figuras se observa que para los

NCR la homogeneidad de la muestra es tal que todos los pixeles de la imagen

contienen ambos componentes, es decir, que trabajando al ĺımite de resolución

del equipo utilizado (300 nm), no es posible distinguir zonas de las muestras

donde predomine uno de los componentes. En las MF, sin embargo, se observan

amplias zonas enriquecidas en poĺımero o fármaco.

Por otra parte, las imágenes obtenidas a través del PCA de los datos per-

mitieron identificar en las MF áreas conteniendo principalmente FBZ o P188

y pequeñas zonas donde se colocalizan fármaco y poĺımero. En la figura 4.12

se muestra el resultado del análisis PCA correspondiente a la MF conteniendo

FBZ-P188 en relación 1:1, mientras que la figura 4.13 muestra la imagen Ra-

man construida a partir de la componente 1 de este análisis. Para el caso de las

preparaciones de NCR, aunque los PCA realizados detectan algo de diferencia

en las imágenes, los espectros promedio calculados en las zonas detectadas co-
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Figura 4.9: Imágenes de microscoṕıa Raman confocal reconstruidas a partir de
filtros de señales: a. NCR11 (VAL-FBZ:P188 1:1, molino b); b. mezcla f́ısica de VAL-
FBZ:P188 1:1; c) NCR10 (FBZ:P188 1:1, molino b); d) mezcla f́ısica de FBZ:P188.
Se muestran en rojo las zonas donde predominan los compuestos activos, en azul las
regiones donde predomina el portador (P188), y en fucsia la superposición de ambos
componentes.

mo ”distintas”son idénticos y corresponden a la combinación de los espectros

de fármaco y poĺımero, lo que indica que la muestra es altamente homogénea.

96



Figura 4.10: Imágenes de microscoṕıa Raman confocal en dos dimensiones (x,y)
de los nanocristales redispersables NCR10 de fenbendazol (FBZ, 50 % p/p de po-
loxamer 188), y la mezcla f́ısica correspondiente obtenidas a través del mapeo del
cociente fármaco/poĺımero. Los histogramas de la distribución de los cocientes se
muestran a la derecha de cada imagen. La escala de colores indica la intensidad del
cociente I1591/I841. Ambas imágenes incluyen el número de puntos de la cuadŕıcula
en los ejes x e y.

4.3.4. Microscoṕıa electrónica de barrido

Las imágenes SEM de VAL-FBZ puro se muestran en la figura 4.14. El

fármaco antes de la molienda presentó una forma acicular regular, con una

distribución de tamaño entre 2 y 20 µm y superficie lisa. Por otra parte, las

micrograf́ıas del poĺımero mostraron part́ıculas esféricas de entre 200 y 500

µm, idénticas a las descritas en el apartado 3.3.6. En cuanto a los NCR11, se

observa que consisten en part́ıculas esféricas con diámetros en el rango de 2 a 5

µm, muy similares a las obtenidas para los NCR10 (figura 4.15. Las imágenes

colectadas de otros NCR analizados, como NCR2 (50 % p/p de P407) y NCR3
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Figura 4.11: Imágenes de microscoṕıa Raman confocal en dos dimensiones (x,y) de
los nanocristales redispersables NCR11 de valero-fenbendazol (VAL-FBZ, 50 % p/p
de poloxamer 188) y la mezcla f́ısica correspondiente obtenidas a través del mapeo
del cociente fármaco/poĺımero. Los histogramas de la distribución de los cocientes se
muestran a la derecha de cada imagen. La escala de colores indica la intensidad del
cociente I1591/I841. Ambas imágenes incluyen el número de puntos de la cuadŕıcula
en los ejes x e y.
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Figura 4.12: Resultado del análisis de componentes principales de la mezcla f́ısica
de fenbendazol-poloxamer 188 en relación 1:1. Se observa que los componentes 1 y
2 explican la mayor parte de la varianza del set de datos.

Figura 4.13: Imagen generada a partir de la componente principal 1 del análisis
de componentes principales de la mezcla f́ısica de fenbendazol-poloxamer 188 en
relación 1:1. Al promediar los espectros de las zonas coloreadas en rojo, se obtiene el
espectro de poloxamer 188, mientras que al promediar las zonas coloreadas en azul
el espectro obtenido corresponde al fármaco.

(50 % p/p de PVP-k30), se muestran en el apéndice 5.
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Figura 4.14: Imágenes de microscoṕıa electrónica de barrido de valero-fenbendazol
puro. Magnificaciones: a. 4.00KX y b. 1.00KX.

Figura 4.15: Imágenes de microscoṕıa electrónica de barrido de nanocristales de
valero-fenbendazol y poloxamer 188 (NC11) a. 1.00KX y b. 15.00; nanocristales de
fenbendazol y poloxamer 188 (NC10) c. 8.00KX y d. 50.00KX.
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4.3.5. Espectroscoṕıa infrarroja por transformada de

Fourier, análisis de rayos x de polvo y análisis

térmico

4.3.5.1. Nanocristales redispersables de fenbendazol y poloxamer

188

Como fuera mencionado en el 3 de esta tesis, los resultados DSC y TGA de

P188 y FBZ mostraron que el P188 funde a 50 °C, mientras que el FBZ funde

con descomposición a partir de los 210 °C. Para ambas preparaciones de NCR

conteniendo FBZ y P188 en relación 1:1 —los NCR6 y los NCR10, preparados

con los molinos A y B respectivamente— no se observaron diferencias entre sus

termogramas y los de la MF de igual composición, lo que sugiere que no existen

interacciones qúımicas relevantes entre los componentes de la formulación luego

del proceso de nanometrización. La figura 4.16 muestra los resultados de DSC

y TGA para la preparación NCR6, la MF correspondiente y los componentes

puros.

Figura 4.16: Análisis térmico de las muestras conteniendo fenbendazol y poloxamer
188. Análisis termogravimétrico (A) y calorimetŕıa diferencial de barrido (B) de
fenbendazol (FBZ), poloxamer 188 (P188) y las preparaciones conteniendo ambos
componentes en relación 1:1 (NCR6 y su MF correspondiente).

De las señales infrarrojas más relevantes correspondientes a FBZ (3336;

1630; 742.; 685 cm−1) y P188 (2881; 1282; 1118 cm−1), aquellas que son señales

exclusivas de cada componente permanecieron inalteradas en el espectro colec-

tado de NCR respecto al de la MF. Este resultado confirma que los distintos

componentes se encuentran qúımicamente incambiados (ver figura 4.17). Los
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difractogramas de las muestras de NCR y MF, obtenidos mediante XRPD,

muestran también incambiadas las señales asignadas a cada componente puro

(FBZ: 2θ(°) = 6.68, 11.16, 13.36; P188: 2theta(°) = 19.18, 23.36), lo cual tam-

bién es evidencia de la ausencia de reacciones qúımicas y/o transformaciones

polimórficas entre/en los componentes (ver figura 4.18).

Figura 4.17: Espectros FT-IR de fenbendazol, poloxamer 188 y las preparaciones
conteniendo ambos componentes en relación 1:1 (NCR6 y su MF correspondiente).
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Figura 4.18: Difractogramas de rayos x de polvo de las muestras conteniendo
fenbendazol y poloxamer 188 en relación 1:1 (NCR10 y su MF correspondiente) y
de sus componentes puros.

4.3.5.2. Nanocristales redispersables de valero-fenbendazol y polo-

xamer 188

La caracterización térmica de la formulación NCR11 conteniendo VAL-

FBZ y P188 en relación 1:1 resultó análoga a la descrita anteriormente para

la preparación NCR6. En la figura 4.19 puede verse la comparación de los

termogramas colectados.

En cuanto a los estudios de XRPD, se observaron cambios en la intensidad

relativa y la posición de algunas de las señales correspondientes al VAL-FBZ en

el difractograma de los NCR11 respecto al compuesto puro. Estas diferencias

sugieren la posibilidad de que hubieran ocurrido cambios a nivel de la estruc-

tura cristalina del VAL-FBZ durante la obtención de los NC (ver figura 4.20).

Al detectar estos cambios, se decidió estudiar si los cambios respond́ıan a la in-

corporación de agua en la estructura cristalina (muestras activadas con agua)

o a la cantidad de enerǵıa entregada durante la reducción de tamaño de los

cristales (muestra molida con nitrógeno).

Por un lado, el estudio de la muestra de VAL-FBZ de partida molido con
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Figura 4.19: Análisis térmico de las preparaciones conteniendo valero-fenbendazol
y poloxamer 188 en relación 1:1 (NCR11 y MF correspondiente) y sus componentes
puros. A) Análisis termogravimétrico B) Calorimetŕıa de barrido diferencial.

Figura 4.20: Difractogramas de las preparaciones conteniendo valero-fenbendazol y
poloxamer 188 en relación 1:1 (NCR11 y MF correspondiente) y de sus componentes
puros.

nitrógeno ĺıquido en mortero, sin agregado de agua, dio como resultado el

difractograma original de VAL-FBZ. Por otro lado, al humeder el VAL-FBZ

(sin procesarlo) se obtuvieron señales del activo idénticas a las encontradas en

los NCR11. Estos resultados sugieren que al humectar el fármaco se producen
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cambios a nivel de su estructura cristalina de forma muy reproducible (ver figu-

ra 4.21). Las señales correspondientes a VAL-FBZ de partida (sin tratamiento

previo con agua) son: 2θ(°) = 4.31, 8.71, 8.84, 10.79, 12.45, 15.51; mientras

que las señales correspondientes a VAL-FBZ puro luego de ser procesado con

agua son: 2θ(°) = 4.35, 4.64, 8.72, 9.30, 11.50, 12.43, 13.56, 15.41, 16.25.

Figura 4.21: Difractogramas de rayos x de polvo de valero-fenbendazol puro antes
y después del tratamiento con agua.

Al observarse que los cambios se produćıan únicamente por el agregado de

agua al fármaco se decidió estudiar si la nueva estructura cristalina incorporaba

moléculas de agua que pudieran luego perderse en condiciones extremas de

calor y vaćıo. Para ellos, se prepararon muestras conteniendo agua que fueron

secadas en estufa a vaćıo a diferentes temperaturas; sin embargo en ninguno

de los casos fue posible volver a obtener la estructura de VAL-FBZ original

(figura 4.22).

En relación a los estudios de FT-IR, se observó que la señal presente alre-

dedor de 3300 cm−1 correspondiente a VAL-FBZ sufre un corrimiento hacia un

menor número de onda luego del proceso de nanomolienda (ver figura 4.23),

respecto a su posición en el espectro de VAL-FBZ puro y en la MF de VAL-

FBZ y P188 (en relación 1:1). Se colectó, además, el espectro FT-IR de la
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Figura 4.22: Difractogramas de rayos x de polvo de valero-fenbendazol tratado
con agua antes y luego del secado a vaćıo a diferentes temperaturas. Una vez que
el valero-fenbendazol entra en contacto con agua, cambia su estructura cristalina
y no es posible, mediante secado a alta temperatura y vaćıo, volver a obtener la
estructura original.

muestra procesada con agua, como fuera realizado para XRPD, el cual mostró

el mismo cambio observado para la muestra de NCR11 (ver figura 4.24).

Por último, las señales correspondientes a P188 no presentaron cambios en

el patrón de difracción de rayos x de polvo de los NCR11 ni en su espectro FT-

IR, respecto a los obtenidos para P188 de partida. Estos resultados refuerzan

la hipótesis de que no se producen reacciones qúımicas entre el poĺımero y

el fármaco, sino que los cambios observados para VAL-FBZ se dan a nivel

de su estructura cristalina. Esta observación también se corrobora mediante

los resultados de espectroscoṕıa Raman, donde no se observaron diferencias

relevantes entre las muestras de VAL-FBZ puro y NCR11.
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Figura 4.23: Resultados de espectroscoṕıa FT-IR de las muestras de VAL-FBZ
puro, en los NCR11, en la MF correspondiente y P188 puro.

Figura 4.24: Resultados de espectroscoṕıa FT-IR de las muestras de valero-
fenbendazol tratado con agua, puro y en los NCR11.
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4.4. Discusión

En términos generales, el proceso de molienda empleado para la prepa-

ración de los NC resultó exitoso, ya que todas las NS obtenidas presentaron

un tamaño de part́ıcula por debajo del rango submicrométrico, independien-

temente del tipo de portador empleado o su cantidad. Además, como era de

esperar, las preparaciones obtenidas utilizando una velocidad de rotación ma-

yor y un menor tamaño de esferas de molienda (molino b) alcanzaron tamaños

de part́ıcula de fármaco menores. Esto se explica porque tanto al emplear un

tamaño de esferas menor como al aumentar la velocidad del rotor se logra una

mayor velocidad de las esferas de molienda, lo que aumenta su capacidad para

erosionar la superficie de las part́ıculas de fármaco o romperlas (Romero et al.,

2016).

Por otra parte, considerando los resultados de rendimiento presentados en

la tabla 4.4, se desprende que el tipo de portador desempeña un rol importante

como estabilizante durante la etapa de secado para las condiciones operacio-

nales empleadas1. De los excipientes evaluados en este trabajo en proporción

1:1, se observa que P188 es quien permite obtener un mejor rendimiento de

secado y un mejor rendimiento global. En cuanto a la influencia del tipo de

portador en la redispersión de los nc, no se observaron grandes diferencias en-

tre los excipientes utilizados en relación al tamaño de los NC antes y después

del secado cuando se emplean en proporción 1:1 (fármaco:portador).

Si bien el tipo de excipiente parece no tener influencia sobre la redispersión

de los NC preparados, la cantidad de excipiente empleada śı resultó ser una

variable relevante. Por un lado, se observó que disminuir la cantidad de P188

desde un 50 % p/p a un 10 % p/p afecta notoriamente el proceso de secado,

por lo que termina afectando el rendimiento del proceso global. Esta observa-

ción puede explicarse considerando el funcionamiento del equipo de secado por

aspersión, descrito en el apartado 4.1.2 de este caṕıtulo. Las preparaciones con

diferentes proporciones de portador preparadas fueron secadas bajo las mismas

condiciones de trabajo, por lo que las got́ıculas de NS atomizadas tienen el mis-

mo volumen, pero diferentes densidades, conteniendo más cantidad de sólidos

disueltos aquellas que contienen más P188. Como las part́ıculas, una vez secas,

1Las condiciones de secado empleadas fueron seleccionadas de acuerdo a experiencias
previas del grupo de Tecnoloǵıa Farmacéutica de la Facultad de Ciencias Qúımicas de la
Universidad Nacional de Córdoba (Paredes et al., 2016), en las que se demostró que las
condiciones de secado eran cruciales para obtener rendimientos de proceso altos.
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son separadas de la corriente de aire del ciclón por gravedad, las part́ıculas más

densas o de mayor tamaño son separadas de forma más eficiente, explicando

los mayores rendimientos observados (Ameri y Maa, 2006).

Por otro lado, los resultados muestran que emplear menores cantidades de

portador afecta directamente el proceso de redispersión de los nanocristales,

volviéndolo más ineficiente. Este fenómeno podŕıa tener al menos dos expli-

caciones. Por un lado, el uso de P188 como estabilizante no es trivial, ya que

puede mejorar la velocidad de disolución de los fármacos modificando su en-

torno hidrodinámico, como fuera demostrado en el caṕıtulo anterior de esta

tesis, y reportado por diversos autores (Sharma et al., 2016; Wang et al., 2013).

En este sentido, el P188 actuaŕıa formando puentes solubles entre las part́ıcu-

las de fármaco, colaborando con su rápida redispersión de los NC cuando el

sistema entra en contacto con agua. Por otro lado, cantidades mayores de es-

tabilizante pueden actuar como mejor interfaz durante el proceso de secado

protegiendo a las part́ıculas de fármaco de su agregación irreversible, causada

debido a la alta enerǵıa cinética y las grandes fuerzas de corte que tienen lugar

durante esta etapa (Freitas y Müller, 1998).

Estas observaciones coinciden con lo reportado por otros autores, que han

elucidado cómo los estabilizantes pueden impactar en la estabilidad de los na-

nocristales y mejorar el desempeño de las etapas de secado o su redispersión.

De este modo, se resalta la importancia de optimizar la cantidad de este tipo

de excipientes, que actúan como agentes protectores de los nanocristales du-

rante el secado por aspersión, recubriéndolos e impidiendo que se aglomeren y

colaborando luego con su redispersión cuando entran en contacto con un medio

acuoso.

4.4.1. Estudios de solubilidad y disolución

La solubilidad en condiciones de saturación tanto de FBZ como de VAL-

FBZ preparados como NCR fue significativamente mayor a la de los fármacos

puros y a la de sus MF análogas en composición. Esta relación entre una ma-

yor solubilidad en condiciones de saturación producto de un menor tamaño

de part́ıcula fue explicada en el apartado 4.1.1 de este caṕıtulo y reporta-

da anteriormente por Keck y Müller (2006) para compuestos con tamaño de

part́ıcula menor a 1 mm. En este trabajo los autores explican, en términos, de

la ecuación de Noyes-Whitney que menores tamaños de part́ıcula conllevan un
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aumento en la solubilidad en condiciones de saturación y esto determina una

mejor velocidad de disolución.

En términos de desempeño de disolución, las preparaciones de nanocristales

estudiadas duplican las cantidades de fármaco que pueden liberarse desde las

MF control. En este sentido, los NC de fármaco preparados con P188 presentan

al menos dos ventajas que podŕıan contribuir al efecto observado. Por una

parte, el área superficial del fármaco aumentada, producto de la disminución

del tamaño de part́ıcula, que explicaŕıa no solo las mejoras en la velocidad de

disolución sino también el aumento de la solubilidad del fármaco en condiciones

de saturación, como fuera expuesto en el mencionado apartado 4.1.1. Por otra

parte, la dispersión altamente homogénea de las nanopart́ıculas de FBZ en la

matriz de P188, que resulta en una mejor mojabilidad del fármaco, colaboraŕıa

también en el aumento de su velocidad de disolución in vitro (ver caṕıtulo 3

de esta tesis). En la figura 4.25 se evidencian las diferencias en los perfiles

de disolución de los NCR10, la mezcla f́ısica correspondiente, la DS análoga

en composición (presentada en el caṕıtulo 3), el FBZ puro y la suspensión

convencional de FBZ, también presentada anteriormente.

Figura 4.25: Perfil de disolución de los nanocristales redispersables de fenbendazol
y poloxamer 188 en relación 1:1 y preparados con el molino b (NCR10), la mezcla
f́ısica correspondiente, la dispersión sólida análoga en composición, fenbendazol puro
y una suspensión convencional de fenbendazol. Para la muestra de fármaco puro, el
fenbendazol no fue cuantificable antes de los 60 minutos de ensayo.

Las bases débiles, como el FBZ y los demás fármacos de la familia de los

benzimidazoles antihelmı́nticos, dependen fuertemente de su disolución en el

medio ácido estomacal para asegurar su absorción en la primera fracción del
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duodeno (Lanusse y Prichard, 1993; McKellar, Scott et al., 1990). La veloci-

dad de disolución in vitro de un fármaco es un parámetro que teóricamente

se relaciona con su desempeño in vivo, ya que su absorción dependerá tanto

de la concentración alcanzada en el sitio de absorción a nivel del tracto gas-

trointestinal, aśı como del tiempo que permanezca disuelto, ambas variables

contempladas en el cálculo de ED. En tal sentido, los valores mayores de ED

logrados con los NCR resultaron muy alentadores para probar estas prepara-

ciones in vivo, debido a que, como ya fuera mencionado, una biodisponibilidad

mayor de estos fármacos estaŕıa estrechamente ligada con una mejora de su

eficacia (Pensel et al., 2015, 2018).

Finalmente, considerando las definiciones de DS revisadas en la sección 3.1

del caṕıtulo anterior, se puede afirmar que el caso de los NCR preparados con

P188 en esta tesis es una combinación de las tecnoloǵıas de DS y nanometri-

zación. El producto final, como fuera demostrado por MRC, consiste en una

dispersión altamente homogénea del fármaco en una matriz anfif́ılica pero que,

además, cuenta con la ventaja de tener un tamaño de part́ıcula submicrométri-

co. En tal sentido los NCR pueden ser clasificados como una DS de tercera

generación donde el P188 es la matriz con superficie activa, obtenida por un

método por evaporación de solvente —–el secado por aspersión–—.

4.4.2. Caracterización fisicoqúımica de las preparacio-

nes

Las diferentes herramientas aplicadas a la caracterización de los NCR6 y

NCR10 permitieron descartar la presencia de interacciones entre FBZ y P188

o etapas del proceso de producción que modificasen la qúımica de los com-

puestos utilizados. Tanto los resultados de espectroscoṕıa FT-IR y Raman

como del análisis térmico y la XRPD mostraron que no existen diferencias

f́ısico-qúımicas o estructurales entre las muestras de NCR6, NCR10 y la MF

correspondiente.

Para el caso de la preparación NCR11, conteniendo VAL-FBZ, se descar-

taron modificaciones a nivel de la qúımica de los compuestos utilizados, pero

se evidenciaron cambios en la estructura cristalina del activo a través de los

estudios de XRPD y FT-IR. Las hipótesis que podŕıan explicar estos resulta-

dos son un cambio del polimorfo de VAL-FBZ —debido a la gran cantidad de

enerǵıa entregada durante la molienda— o la incorporación de moléculas de
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agua a la red cristalina del fármaco. Para comprobarlo se realizaron, por un

lado, experimentos de molienda del material de partida sin la incorporación

de agua y, por otro, la incorporación de moléculas de agua en la estructura

cristalina del VAL-FBZ original. Los resultados mostraron que los cambios ob-

servados se producen una vez que el activo entra en contacto con agua y que no

es posible retornar a la fase cristalina anterior por un procedimiento de secado

—ni siquiera en condiciones extremas de vaćıo y temperaturas próximas a la

de fusión del activo—.

La hipótesis de la incorporación de moléculas de agua en la estructura

cristalina del fármaco también es coherente con lo observado en los espectros

FT-IR. En este sentido, se encontró que el tipo de corrimiento observado en

la señal asignada a las vibraciones N-H en el espectro FT-IR del VAL-FBZ

—activado con agua o en forma de NCR— podŕıa responder a la presencia de

enlaces de hidrógeno en la nueva red cristalina. Ha sido reportado que este tipo

de interacciones da como resultado cambios en los espectros de vibración de las

moléculas involucradas, donde la banda de absorción del modo de estiramiento

del grupo donante X–H (siendo X un átomo electronegativo, en este caso N)

sufre corrimientos hacia menores números de onda y, en la mayoŕıa de los casos,

un ensanchamiento de las señales involucradas (Nibbering et al., 2007). Sin

embargo, seŕıa esperable que las moléculas de agua incorporadas en la nueva

red cristalina se perdieran en condiciones de vaćıo y temperatura elevadas, lo

cual no ocurre.

Los estudios realizados fueron complementados con un análisis elemental

de las muestras de VAL-FBZ original y VAL-FBZ procesado con agua, sin

embargo, no pudo evidenciarse la presencia de moléculas de agua incorporadas

en las muestras tratadas (no se muestran los resultados). Con los experimentos

realizados hasta el momento solamente es posible concluir con certeza que los

cambios estructurales ocurren una vez que el activo se encuentra en presencia

de agua, pero no es posible determinar si la nueva estructura cristalina es o no

termodinámicamente más estable que la alcanzada durante la śıntesis de VAL-

FBZ o cuál es el fenómeno que tiene lugar. Actualmente se están llevando a

cabo más experimentos para definir y caracterizar las fases cristalinas que están

presentes en cada una de las etapas de purificación del VAL-FBZ, posteriores

a su śıntesis qúımica.
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4.5. Conclusiones del caṕıtulo

Se lograron obtener NCR de FBZ y VAL-FBZ con una marcada mejora en

el perfil de disolución de ambos fármacos a través de un proceso de molienda

húmeda asistida por microesferas y secado por aspersión. Se evaluaron dife-

rentes excipientes como portadores de los NCR y se seleccionó al P188 como

el excipiente que permitió obtener mejor rendimiento de proceso y una buena

redispersión de los NC. Además, los resultados constatan la importancia del ta-

maño de las esferas del material de molienda para alcanzar diferentes tamaños

de part́ıcula, lo cual, a su vez, no pareceŕıa estar determinado, en este caso,

por el tipo de estabilizante empleado ni por su proporción en la formulación.

Por otra parte, la caracterización por MRC demostró que las muestras

de NCR consisten en dispersiones altamente homogéneas del fármaco en una

matriz polimérica. Esto indica que los NCR preparados con P188 en esta tesis

combinan las ventajas de las tecnoloǵıas de DS y nanometrización, colaborando

con los excelentes desempeños de disolución in vitro obtenidos.

Por último, se pudo constatar un cambio en la fase cristalina del VAL-FBZ

una vez que el producto de śıntesis entra en contacto con agua, durante la

producción de los NCR. Si bien se manejan algunas hipótesis, aún restan ex-

perimentos por realizar que permitan determinar la naturaleza de los cambios

observados.

Parte de los resultados recogidos en este caṕıtulo se encuentran publicados

en el trabajo titulado Nanocrystals of Novel Valerolactam-Fenbendazole Hybrid

with Improved in vitro Dissolution Performance (Melian et al., 2020). Esta

publicación puede encontrarse en el apéndice 6, al final del manuscrito.
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Caṕıtulo 5

Estudio de biodisponibilidad

relativa de nanocristales

redispersables de fenbendazol en

ovinos

Este caṕıtulo se organiza como sigue. La sección 5.1 introduce aspectos

relevantes sobre la farmacocinética de los antihelmı́nticos benzimidazólicos y

los principios básicos del análisis de farmacocinética poblacional. Además, se

describen los modelos no lineales de efectos mixtos, una de las aproximacio-

nes con mayor potencial en el análisis poblacional de datos farmacocinéticos.

La sección 5.2 detalla el diseño metodológico empleado en el estudio de bio-

disponibilidad comparada entre nanocristales redispersables de fenbendazol y

la mezcla f́ısica análoga en ovinos. En la misma sección, se describe el desa-

rrollo de un modelo de farmacocinética poblacional para caracterizar de forma

conjunta la absorción y disposición del fármaco y su principal metabolito sulfo-

xidado (fenbendazol sulfóxido). La siguiente sección, 5.3, resume los principales

resultados obtenidos tras un primer análisis no compartimental de los datos

colectados, además de presentar los parámetros poblacionales estimados por el

modelo poblacional desarrollado. La discusión de este caṕıtulo, sección 5.4, se

enfoca en el análisis del efecto producido por los nanocristales en la exposición

sistémica a fenbendazol. Además, se discute el impacto que esta tecnoloǵıa

podŕıa tener para la formulación de otros fármacos benzimidazólicos. Final-

mente, en la sección 5.5 se presentan las conclusiones del caṕıtulo.
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5.1. Marco teórico

5.1.1. Farmacocinética de fármacos benzimidazólicos en

rumiantes

El descubrimiento del tiabendazol en la década del 60 y el posterior desarro-

llo de la familia de los fármacos benzimidazoles antihelmı́nticos han significado

un hito en el tratamiento de las parasitosis tanto en medicina humana como

veterinaria. Estos fármacos cuentan con interesantes ventajas sobre otros com-

puestos, por ejemplo, en relación a su espectro de acción, su eficacia contra

diferentes estad́ıos larvarios, su margen de seguridad y su bajo costo (Lanusse

et al., 2013).

El comportamiento farmacocinético y los patrones de metabolización de

los fármacos benzimidazólicos antihelmı́nticos determinarán su capacidad pa-

ra alcanzar concentraciones adecuadas y sostenidas en el sitio de localización

de los parásitos en el organismo hospedero, lo que, a su vez, impactará direc-

tamente en su eficacia (Lanusse et al., 1995). Como ya fuera mencionado, su

baja solubilidad acuosa suele limitar fuertemente su absorción desde el tracto

gastrointestinal y, aśı, su biodisponibilidad oral. En este sentido, varios autores

reportan que es posible mejorar la eficacia terapéutica de algunos benzimida-

zoles a través del aumento de su solubilidad acuosa y su biodisponibilidad oral

(Lanusse y Prichard, 1993; Paredes et al., 2018, Pensel et al., 2018).

La farmacocinética de FBZ en ovinos y otros rumiantes ha sido ampliamen-

te explorada (Düwel, 1977; Hennessy et al., 1993; Knox y Steel, 1997; Lakritz

et al., 2015; Lanusse y Prichard, 1993; Lanusse et al., 1995; Lanusse et al.,

2014; Marriner y Bogan, 1981; McKellar et al., 2002; Virkel et al., 2004). A

modo de resumen, tras su administración oral en bovinos y ovinos, entre el 36

y el 50 % de la dosis se excreta incambiada a través de las heces (Düwel, 1977;

Hennessy et al., 1993). Sin embargo, el FBZ, aśı como el ABZ y otros tioéte-

res benzimidazólicos comercializados, sufre, también, sulfoxidación microsomal

hepática como una de sus principales v́ıas de metabolización en mamı́feros.

Estas transformaciones metabólicas se dan en dos etapas de oxidación se-

cuenciales, mediadas por los sistemas enzimáticos flavina-monooxigenasa y ci-

tocromo P450 (Capece et al., 2009). En una primera etapa rápida y reversible,

el FBZ es convertido a fenbendazol sulfóxido (FBZ-SO), si bien el equilibrio

con el tioeter respectivo se desplaza mayormente hacia el compuesto sulfoxi-
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dado. A su vez, el FBZ-SO, producto de esta primera etapa, es metabolizado

a fenbendazol sulfona (FBZ-SO2), en una etapa más lenta y en menor medida

(ver figura 5.1) (Hennessy et al., 1993). Por otra parte, el producto de parahi-

droxilación del fenilo (FBZ-OH) es el principal metabolito de FBZ encontrado

en bilis, heces y orina; pero no es detectado en plasma (ver la figura 5.1).

Figura 5.1: Rutas de metabolización de fenbendazol y su profármaco feban-
tel. Imágen extráıda y adaptada de https://inchem.org/documents/jecfa/jecmono/
v29je03.htm.

El FBZ y sus dos metabolitos sulfoxidados, FBZ-SO y FBZ-SO2, son los

principales encontrados en plasma tras la administración del compuesto padre

a rumiantes. Además, cuando se administra FBZ-SO por v́ıas enterales este

puede sufrir sulforeducción a FBZ debido al carácter reductivo del rumen o su

reconversión a nivel hepático (Bogan y Marriner, 1983), por lo que también

es posible encontrar en plasma los tres compuestos. En relación a su potencia

antihelmı́ntica, los reportes indican que la metabolización de FBZ a FBZ-SO

y posteriormente FBZ-SO2 conlleva a una sucesiva disminución en su capaci-

dad para inhibir la polimerización de tubulinas in vitro; tanto que el FBZ-SO2

se reporta como inactivo (Lacey et al., 1987). Sin embargo, para dosis de 4.5

mg/kg de FBZ-SO se alcanzan valores de eficacia de los tratamientos similares
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a los alcanzados para las dosis estándares de FBZ (5 mg/kg) (Lanusse et al.,

2013). Este fenómeno, también observado para ABZ y su principal metabolito,

albendazol sulfóxido, puede explicarse por la mejor absorción de los compuesto

sulfoxidados desde el tracto gastrointestinal —producto de una mayor solubi-

lidad acuosa respecto a los compuestos padres— lo que compensaŕıa la menor

afinidad que presentan los compuestos sulfoxidados por las tubulinas (Lanusse

et al., 2013).

En pequeños animales monogástricos y en humanos, una dosis única de

estos fármacos suele ser menos efectiva que en oganismos rumiantes. Esta dife-

rencia se debe, por un lado, al menor volumen de ĺıquidos del tracto gastrointes-

tinal y al menor tiempo de recorrido del fármaco (tubos digestivos más cortos)

en individuos monogástricos (Lanusse y Prichard, 1993); pero, además, cuando

una suspensión o gránulos de benzimidazoles son administrados en rumiantes,

las part́ıculas sólidas se distribuyen en el gran volumen del contenido ruminal

mezclándose con el alimento, lo que aumenta el tiempo que estos fármacos per-

manecen en el rumen y retrasa su pasaje al tracto gastrointestinal posterior. En

estos casos, el rumen actúa como un reservorio que prolonga el proceso de ab-

sorción en comparación con los individuos monogástricos (Lanusse y Prichard,

1993).

Las dos estrategias desarrolladas con mayor éxito para compensar la baja

biodisponibilidad de FBZ han sido: la obtención de profármacos más solubles

como el febantel (Wollweber et al., 1978; ver figra 5.1) y la administración

de formulaciones de FBZ-SO (Marriner y Bogan, 1981), metabolito con mejor

solublidad acuosa. Existen también algunos estudios que buscan mejorar la

biodisponibilidad de FBZ a través de la aplicación de tecnoloǵıa farmacéutica

(Esfahani et al., 2021; Koohi Moftakhari Esfahani et al., 2022; Varlamova et

al., 2020; por citar algunos ejemplos). Sin embargo, el foco de estos trabajos

está puesto en el potencial antineoplásico de FBZ, por lo que las preparaciones

exploradas suelen ser complejas, con estabilidades delicadas y costos de pro-

ducción elevados, lo que dif́ıcilmente podŕıa tener aplicación a nivel productivo

ganadero.

5.1.2. Conceptos básicos de farmacocinética poblacional

Cuando se administra un medicamento a un organismo, este es sometido a

diferentes procesos que determinan el perfil de concentraciones que alcanzará
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el fármaco en los fluidos biológicos, lo que se conoce como respuesta farmaco-

cinética. Estos procesos involucran la absorción y distribución del fármaco, en

general a través de vasos del sistema circulatorio y el linfático, su metabolismo

y, finalmente, su excreción, a través de orina y heces (Buxton, 2018). Entender

los procesos que ocurren y su interrelación, y poder emplear herramientas y

principios farmacocinéticos en la terapéutica, aumenta la probabilidad de éxito

y, además, puede colaborar en reducir la aparición de efectos adversos.

La farmacocinética clásica describe el comportamiento de un fármaco en

una población de individuos a la que se administra una dosis conocida, a través

de la determinación de su concentración o la de sus metabolitos a lo largo del

tiempo. Para ello, se aplican modelos matemáticos que permiten relacionar

la dosis administrada, el tiempo y la concentración medida. La interacción

entre medicamento y organismo se ve afectada por numerosos componentes

de variabilidad. Por un lado, entre los asociados al medicamento, encontra-

mos variables como la dosis de fármaco, los excipientes empleados, la forma

farmacéutica o la tecnoloǵıa de fabricación. Por otro lado, con relación al orga-

nismo, los factores que aportan a la variabilidad farmacocinética comprenden

aspectos demográficos (como el género, la edad, la etnia o el peso corporal),

ambientales (dieta, consumo de tabaco o xantinas, comedicación), fisiológicos-

fisiopatológicos (ciclo menstrual, embarazo, menopausia, ritmos circadianos o

estados patológicos, entre otros) y también genéticos (polimorfismo enzimático,

transportadores de membrana, otros) (Ibarra, 2014).

Si los individuos de una población fueran idénticos, la misma dosis de fárma-

co contenida en un determinado medicamento, produciŕıa el mismo perfil de

concentraciones plasmáticas; sin embargo, debido a los factores de variabili-

dad mencionados, esto no ocurre. La farmacocinética poblacional, además de

estimar los parámetros farmacocinéticos t́ıpicos del fármaco en una población

definida, lo que se conoce como efectos fijos, busca aportar información so-

bre la variabilidad asociada a estos parámetros. La variabilidad que no puede

ser explicada por los efectos fijos se caracteriza con parámetros denominados

efectos aleatorios. Estos incluyen la variabilidad interindividual e interocasión

del sistema medicamento-organismo, aśı como la variabilidad que no puede

ser explicada por el modelo farmacocinético, lo que se conoce como variabi-

lidad residual (cuantifica la diferencia entre las predicciones del modelo y las

observaciones).

Este tipo de análisis permite entonces reconocer y cuantificar, como parte
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de los efectos fijos, aquellos factores que afectan de forma significativa la varia-

bilidad poblacional de un parámetro (edad, peso, género, entre otros), lo que

disminuye la magnitud de los efectos aleatorios y se conoce como explicar la

variabilidad. Esta información puede brindar estrategias para seleccionar la do-

sis inicial de tratamiento, definir el régimen posológico para una subpoblación

determinada o planificar estudios cĺınicos, entre otros (FDA, 2022). En suma,

reducir la variabilidad no explicada de un sistema medicamento-organismo

puede impactar directamente en el éxito terapéutico del tratamiento.

La aproximación tradicional para realizar esta caracterización consiste en

estimar métricas de exposición, como concentración máxima o área bajo la

curva, sin ajustar las observaciones a una función dada por la suposición de un

determinado modelo farmacocinético. Esto se conoce como análisis no compar-

timental. Luego parámetros como el aclaramiento y el volumen de distribución

pueden ser calculados a partir de dichas métricas. Este análisis implica la es-

timación de caracteŕısticas farmacocinéticas de cada individuo por separado,

para luego estimar los parámetros del grupo de individuos en estudio a través

del cálculo de la media y la varianza (Cendrós Carreras, 2007). El análisis

no compartimental exige una elevada cantidad de observaciones por individuo

para asegurar que los parámetros individuales son estimados con adecuada in-

certidumbre. Asimismo, individuos con comportamiento at́ıpico pueden sesgar

la estimación poblacional en muestras pequeñas.

5.1.2.1. Introducción a los modelos no lineales de efectos mixtos

Para estimar los parámetros farmacocinéticos de una población, los méto-

dos matemáticos más empleados, según Barranco et al. (2011), son: el método

en dos fases y los modelos no lineales de efectos mixtos (NMLE). Si bien am-

bos están constituidos a partir de un modelo farmacocinético y un modelo de

regresión, en el método en dos fases primero se realiza un ajuste por separado

de la cinética de cada individuo al modelo cinético seleccionado, mediante re-

gresión no lineal, y en una segunda fase se analiza estad́ısticamente el conjunto

de parámetros individuales.

Sin embargo, en los modelos NLME se realiza un análisis simultáneo de

todos los datos de todos los individuos en una única etapa, sin perder la in-

dividualidad de cada sujeto. Esto permite estimar los parámetros farmaco-

cinéticos medios de la población y la forma en que distintos factores afectan
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o no las concentraciones del fármaco (los llamados efectos fijos), aśı como los

efectos aleatorios que tienen mayor probabilidad de producirse (variabilidad

interindividual, intraindividual y residual). De alĺı que estos modelos reciben

el nombre de efectos mixtos ; además, se los denomina no lineales debido a

que las funciones que describen la variable dependiente (concentración) son de

naturaleza no lineal.

En el modelado NLME, los efectos aleatorios interindividuales e interoca-

sión describen la distribución de los valores de los parámetros individuales con

respecto al valor medio poblacional. Generalmente se asume una distribución

log-normal para la discrepancia (η) entre el parámetro individual y el poblacio-

nal, con media igual a cero y varianza ω2, como se ilustra en la figura 5.2 Por

otro lado, las diferencias entre las concentraciones observadas y la predicción

del modelo se define como ϵ y representa el error residual, cuya distribución

para todas las concentraciones en todos los individuos de la población puede

asumirse como normal con media cero y varianza σ2 (figura 5.3).

Figura 5.2: Variabilidad interindividual en los parámetros farmacocinéticos. Ima-
gen extráıda de Barranco et. al, (2011). η: Diferencia entre el parámetro para un
individuo y el valor medio de este parámetro en la población; ω: varianza de la dis-
tribución.

Una vez obtenidos los estimadores de máxima verosimilitud para los

parámetros t́ıpicos y los parámetros de variabilidad, es posible estudiar qué

covariables son capaces de explicar parte de la variabilidad de determinado
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Figura 5.3: Variabilidad residual en un modelo poblacional. Imagen extráıda de
Barranco et. al, (2011). ϵ: Diferencia entre las concentraciones observadas y las
predichas; σ: varianza de la distribución.

parámetro. Esto implica seleccionar covariables que estén relacionadas con los

parámetros estudiados, incluirlas en el modelo y analizar cómo afectan la va-

riabilidad aleatoria, es decir, si la variabiliad interindividual o residual son

menores.

El modelo final se elige luego de un proceso de optimización utilizando va-

riados indicadores, entre los que resalta la llamada función objetivo, derivada

de la función de máxima verosimilitud, que en śıntesis estima la distancia (resi-

dual) entre predicciones y observaciones para todos los sujetos. En este sentido,

el modelo final elegido será el que incluya la combinación de parámetros far-

macocinéticos y las covariables que expliquen en mayor medida la variabilidad

en sus distintos niveles, lo que se logra cuando la función objetivo alcanza su

mı́nimo valor. En general, cuanto mayor sea el número de covariables consi-

deradas, menor será el valor de la función objetivo. Sin embargo, complejizar

el modelo en exceso con mı́nimo impacto sobre la reducción de variabilidad

residual, carece de sentido y compromete el modelo en términos estad́ısticos.

En este sentido, se busca el modelo que mejor prediga los resultados pero in-

cluyendo el menor número de covariables, lo que se conoce como aplicar el

principio de parsimonia. Para esto se suele penalizar la función objetivo con el
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número de parámetros del modelo, estimando indicadores como el Criterio de

Información de Akaike (AIC), que permiten comparar en iguales condiciones

modelos conteniendo diferente cantidad de parámetros.

La ventaja de los modelos NLME sobre un análisis no compartimental o

un método en dos fases (compartimental) es que posibilita el análisis de datos

muy diversos y datos escasos (pocas observaciones por individuo). Cendrós

(2007) resume que, en este tipo de análisis, es posible incluir datos de adminis-

traciones intravenosas y extravasales, estudiar a la vez varios niveles de dosis o

ajustar perfiles farmacocinéticos de individuos sobre los que se realizaron esca-

sas observaciones, entre otras bondades. Además, el autor destaca el potencial

de estos modelos para realizar simulaciones cuando se conocen los parámetros

medios de una población, tanto para obtener parámetros individuales de nue-

vos individuos de la población no inclúıdos en el análisis como para realizar

simulaciones de nuevas dosis y reǵımenes posológicos.
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5.2. Metodoloǵıa

5.2.1. Estudio de farmacocinética comparativa en ovi-

nos de nanocristales y mezclas f́ısicas de fenben-

dazol

5.2.1.1. Animales de experimentación

El estudio se realizó utilizando seis ovinos Corridale machos, libres de

parásitos con una media de peso de 21.0 ± 2.3 kg. Durante el experimento

y los 20 d́ıas anteriores, los animales se mantuvieron estabulados en interio-

res, fueron alimentados con ración concentrada equilibrada comercial y se les

suministró agua ad libitum. Los procedimientos y protocolos de manejo ani-

mal fueron aprobados por el Comité de Ética de acuerdo con la Poĺıtica de

Bienestar Animal (acta 087/02) de la Facultad de Medicina Veterinaria, Uni-

versidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA),

Tandil, Argentina (www.vet.unicen.edu.ar). Estos experimentos se realizaron

bajo la supervisión del Dr. Luis Ignacio Álvarez en la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la Universidad del Centro de la Provincia de Buenos Aires

(Tandil, Argentina).

5.2.1.2. Diseño experimental

El experimento se realizó siguiendo un diseño cruzado de dos fases, con un

peŕıodo de wash-out de 13 d́ıas entre ellas. Cada fase contó con dos grupos

de tres ovinos que fueron tratados por v́ıa intraruminal con una dosis de 5

mg/kg de FBZ en forma de NCR10 o MF análoga en composición (50 %

p/p de P188, ver apartado 4.2.1 de esta Tesis). A los 13 d́ıas posteriores a la

administración de la primera dosis, se volvió a tratar los grupos intercambiando

los tratamientos (n = 6 para cada tratamiento).

5.2.1.3. Preparaciones administradas

Las preparaciones fueron administradas en forma de suspensiones de FBZ

al 2 % p/v, preparadas inmediatamente antes de la administración a partir

de los polvos de NCR10 o la MF análoga en composición (50 % de FBZ).

Para ello, se pesó exactamente la cantidad de formulación a administrar según

el peso de cada ovino y se agregó la cantidad necesaria de agua destilada a
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la formulación sólida previamente pesada, agitando vigorosamente durante 5

minutos.

5.2.1.4. Obtención de plasma y procesamiento de muestras

La toma de muestras de sangre se realizó antes del tratamiento (tiempo

0) y a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 28, 32, 48, 60 y 72 horas después de la

administración de las preparaciones en tubos heparinizados. Inmediatamente

después de la recolección de sangre, se separó el plasma por centrifugación

durante 15 minutos a 3000 x g. Las muestras de plasma se colocaron en viales

de plástico y se almacenaron a -20 °C hasta su análisis por cromatograf́ıa

ĺıquida de alta performance (HPLC).

El procesamiento de las muestras de plasma colectadas de los animales se

realizó como sigue. Aĺıcuotas de 1 mL de plasma se enriquecieron con 20 µL

de flubendazol (solución stock 26 µg/mL), empleado como estándar interno.

Los analitos se extrajeron mediante extracción en fase sólida utilizando car-

tuchos desechables Strata C18-T (Phenomenex, CA, EE.UU.), previamente

acondicionados con 1 mL de metanol y 1 mL de agua ultrapura. Las muestras

se incorporaron en los cartuchos, se lavaron con 1 ml de agua ultrapura y se

eluyeron con 2 mL de metanol calidad HPLC. El eluato se evaporó hasta seque-

dad a 40 ºC bajo flujo de nitrógeno empleando un evaporador TurboVap LV

(Zymark, Warrington, UK), finalmente, se reconstituyó con 250 µl de metanol

calidad HPLC y se analizó por HPLC.

5.2.1.5. Análisis por HPLC de las muestras

El análisis de las muestras procesadas se realizó empleando un sistema

HPLC LC-20AT (Shimadzu, Kyoto, Japón) con loop de inyección de 50 µL,

muestreador automático SIL-10AF (Schimadzu, Kyoto, Japón) y detector UV-

VIS SPD-10A (Shimadzu, Kioto, Japón). Se utilizó una columna de separación

de fase reversa C18 Zorbax Eclipse XBD (4.6 mm x 150 mm, 5 µm, Agilent,

California, EE.UU.) y los cromatogramas se analizaron utilizando el software

Class LC10 SPD-10A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japón). La fase móvil

consistió en una mezcla de ácido acético (0.5 % v/v) y acetonitrilo en rela-

ción 80:20 al inicio de la corrida (condiciones iniciales), y se empleó un flujo

constante de 1 mL/min a 35 ºC.
El gradiente empleado fue el siguiente: 1) se mantuvo el sistema en con-
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diciones iniciales durante 3 minutos; 2) se incrementó el componente orgánico

hasta alcanzar a los 7 minutos una composición 30:70; 3) se volvió en 2 mi-

nutos a condiciones iniciales; 4) se mantuvo el sistema en condiciones iniciales

durante 3 minutos. Los tiempos de retención de los analitos utilizando este

gradiente fueron: 8.9, 10.9, 11.7 y 12.9 minutos para FBZ-SO, FBZ-SO2, flu-

bendazol (estándar interno) y FBZ, respectivamente. Las medidas se realizaron

midiendo a 289 nm.

5.2.1.6. Validación de la técnica anaĺıtica

Para este análisis, se realizó previamente una curva de calibración emplean-

do muestras de plasma blanco1 enriquecido con concentraciones conocidas de

estándares puros de FBZ y los metabolitos esperados2. El rango de las curvas

de calibración fue de 0.05 a 1.00 µg/mL, donde se comprobó linealidad con

coeficientes de correlación superiores a 0.999. La recuperación absoluta de los

tres analitos en estudio se estimó mediante la comparación de las áreas de las

señales de plasma enriquecido (procesadas igual que las muestras problema)

contra el área de inyecciones directas de los estándares disueltos en metanol

y osciló entre 77.3 y 91.8 %, con coeficientes de variación menores a 10.3 %.

El ĺımite de cuantificación se definió como la mı́nima concentración medida de

la curva de calibración con un coeficiente de variación menor a 20.0 %, preci-

sión de ± 20 % y recuperación absoluta mayor a 70 %. El análisis estad́ıstico

se realizó utilizando GraphPad Prism versión 9.0.2 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, California EE.UU.).

5.2.2. Estudio farmacocinético no compartimental y

modelado poblacional de los datos

5.2.2.1. Análisis no compartimental

Se aplicaron criterios estad́ısticos para el análisis de las curvas de con-

centración plasmática en función del tiempo, con el fin de obtener métricas

representativas sin considerar el concepto farmacocinético de compartimento.

1Plasma extráıdo de ovinos que no recibieron tratamiento con FBZ ni otros benzimida-
zoles antihelmı́nticos.

2Los patrones de trabajo de los derivados oxidados de FBZ (FBZ-SO y FBZ-SO2) fueron
obtenidos mediante śıntesis qúımica y purificados en colaboración con el M.Sc. Ramiro
Teixeira bajo la supervisión del Dr. Eduardo Manta.

130



El análisis se realizó de forma de obtener las métricas farmacocinéticas de cada

individuo para cada uno de los tratamientos (NCR y MF) y cada uno de los

analitos. Posteriormente se calcularon las medias y varianzas de cada métrica

para cada analito en los dos grupos estudiados (NCR y MF).

Las métricas farmacocinéticas se calcularon empleando el software PK So-

lutions™ versión 2.0.2 (Summit Research Services, Ashland, Ohio, EE.UU.) y

fueron: concentración máxima (Cmax, µg/mL); tiempo de concentración máxi-

ma (tmax, h); área bajo la curva desde el tiempo cero hasta el tiempo final de

muestreo (AUCo−t µg.h/mL); y la semivida de eliminación (t1/2el, h). Las me-

dias se compararon mediante una prueba t de Student, pareada, con nivel de

confianza de 95 %, para determinar si exist́ıan diferencias significativas entre

los grupos, utilizando GraphPad Prism versión 9.0.2 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, California, EE.UU.)

5.2.2.2. Modelado de farmacocinética poblacional

Se desarrolló un modelo NLME para caracterizar la farmacocinética de

FBZ y FBZ-SO con un enfoque poblacional y evaluar el efecto del tipo de

preparación sobre la biodisponibilidad y la disposición del fármaco. La estima-

ción de parámetros se realizó en el software MonolixSuite® 2019 R2 (Lixoft,

SimulationsPlus), utilizando el algoritmo de Maximización de Expectativas de

Aproximación Estocástica (SAEM, por sus siglas en inglés) (Savic et al., 2011).

Para construir el modelo base se realizó un ajuste simultáneo de los compues-

tos padre (FBZ) y metabolito (FBZ-SO), dado que se contaba con un conjunto

de datos importante para ambos compuestos1.

El desarrollo del modelo fue guiado tanto por métricas como por diagnósti-

cos gráficos. Se utilizó el AIC como métrica principal para evaluar el peso de la

complejidad del modelo en el ajuste general, siguiendo el principio de parsimo-

nia. Además, también se consideraron, para guiar el análisis, la incertidumbre

en la estimación de parámetros y la plausibilidad de los resultados cuantitati-

vos. En relación con los diagnósticos gráficos empleados, se evaluaron gráficos

de bondad de ajuste basados en estimaciones de parámetros. Entre ellos: gráfi-

cos de la distribución de los residuales individuales ponderados (IWRES) y los

residuales poblacionales ponderados (PWRES), gráficos de IWRES y PWRES

en función de la concentración y el tiempo, gráficos de observaciones versus

1El metabolito FBZ-SO2 no se consideró en este análisis debido a su nula contribución
al resultado farmacocinético.
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predicciones individuales y poblacionales, y gráficos de correlación de efectos

aleatorios. Por último, se empleó la verificación predictiva visual (VPC) co-

mo un diagrama de diagnóstico clave basado en simulación (Karlsson y Savic,

2007).

Se evaluaron modelos farmacocinéticos monocompartimentales y bicompar-

timentales para describir la disposición de FBZ y FBZ-SO. Se consideró que

todos los procesos de transferencia de fármaco segúıan una cinética de primer

orden. Para asegurar la identificabilidad de los parámetros, se asumió que la

fracción de FBZ metabolizada que conduce a FBZ-SO es 1. Los diferentes mo-

delos evaluados para caracterizar la absorción oral de FBZ fueron: absorción

inmediata de orden cero; absorción inmediata de primer orden; absorción de

primer orden con tiempo de latencia; y modelo de absorción con comparti-

miento de tránsito. La variabilidad interindividual (BSV) (variabilidad entre

sujetos )y la variabilidad interocasión (BOV) (variabilidad entre ocasiones) se

evaluaron para todos los parámetros farmacocinéticos asumiendo una distri-

bución lognormal en los efectos aleatorios (es decir, las discrepancias entre el

individuo y la población estimada), como se describe a continuación (ecua-

ción 5.1):

θi = θpop · eηi (5.1)

Donde θi es el parámetro estimado para el i-ésimo sujeto, θpop el valor t́ıpico

para la población y ηi la discrepancia entre θi y θpop, para la cual se asume una

distribución normal con media cero y varianza ω2. BSV y BOV se expresaron

como coeficiente de variación (CV), estimado a partir de la varianza respectiva

como (ecuación 5.2):

CV = 100
√
eω2−1 (5.2)

El efecto del peso corporal sobre los parámetros de disposición farmaco-

cinética se incluyó al inicio del análisis según el modelo alométrico. Por lo

tanto, las estimaciones de población (θpop) para el clearence (CL) y el volu-

men de distribución (VD) de FBZ y FBZ-SO se parametrizan de la siguiente

manera (ecuación 5.3):

θpop = θpop20 ·
(
WTi

20

)b

(5.3)
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siendo θpop20 la estimación t́ıpica para un animal de 20 kg, WTi el peso

corporal individual y b el parámetro de escala alométrico, que se fijó en 0.75

y 1 para CL y VD, respectivamente.

La variabilidad residual se describió para ambos compuestos utilizando un

modelo de error combinado (ecuación 5.4):

Yij = Cij

(
1 + e, propij

)
+ e, addij (5.4)

Donde Yij representa la concentración observada y Cij denota la concen-

tración predicha para el i-ésimo sujeto en el momento j. El error residual para

cada observación tiene, por lo tanto, un componente aditivo Cij y un compo-

nente proporcional e, propij que se distribuyen normalmente con media de 0 y

varianzas σadd
2 y σprop

2, respectivamente.

Una vez definido el modelo base, se evaluó el efecto de la formulación sobre

los parámetros farmacocinéticos poblacionales mediante la siguiente parame-

trización (ecuación 5.5):

θSDNC = θPM · eβSDNC (5.5)

Siendo θNCR y θMF las estimaciones de los parámetros para las formulacio-

nes NCR de FBZ y su MF, respectivamente, y βNCR el efecto de formulación

vinculado a la formulación NCR (fijado a 1 para la formulación MF). Para eva-

luar la significación estad́ıstica de un efecto de formulación sobre un parámetro

dado, analizamos la mejora de ajuste medida con el valor de la función objeti-

vo (OFV) proporcionado por Monolix. Esta métrica corresponde al logaritmo

dos veces negativo de la función logaŕıtmica de verosimilitud. Suponiendo una

distribución de chi-cuadrado para la diferencia en el OFV, un único efecto de

covariable se consideró significativo (p < 0.05) cuando el OFV se redujo en al

menos 3.84 unidades (prueba de razón logaŕıtmica de verosimilitud).

Además, se evaluó la importancia de la magnitud de cada efecto covariable

βNCR mediante una prueba de Wald. Se mantuvieron e incluyeron aquellas

relaciones significativas entre parámetros y covariables en el modelo comple-

to. Posteriormente, se evaluaron estos efectos nuevamente eliminándolos del

modelo, confirmando la importancia de cada relación preparación-parámetro,

cuando se observó un aumento en el OFV de al menos 10.9 unidades (p <

0.01) después de su eliminación del modelo completo. El modelo final se reeva-

luó mediante gráficos de bondad de ajuste y otras métricas relevantes, como
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se mencionó anteriormente.

5.3. Resultados

Los perfiles medios de concentración plasmática de FBZ, FBZ-SO y FBZ-

SO2 en función del tiempo obtenidos tras la administración de FBZ intraru-

minal en forma de NCR10 o su MF análoga se muestran en la figura 5.4. Los

resultados muestran que el fármaco administrado fue ampliamente metaboli-

zado en ambos grupos experimentales, siendo FBZ-SO el analito recuperado

en mayor cantidad, seguido por FBZ y FBZ-SO2, respectivamente. En estos

gráficos también se observa que las concentraciones plasmáticas alcanzadas pa-

ra los tres analitos son mayores cuando el fármaco se administra como nc, en

comparación con la administración de fármaco como MF.

5.3.1. Análisis no compartimental de los datos

Las métricas farmacocinéticas medias obtenidas a través del análisis no

compartimental de los datos se resumen en la tabla 5.1. De esta tabla se des-

prende que tanto el AUC como la Cmax calculadas fueron significativamente

mayores (p < 0.05) para los tres analitos luego de la administración de FBZ

como NCR en comparación con la administración de la MF. En relación con las

demás métricas calculadas, si bien se observa una tendencia para FBZ y FBZ-

SO a alcanzar antes en el tiempo sus respectivas Cmax tras la administración

de los NCR (menores tmax que para las MF), las diferencias no son significa-

tivas (p < 0.05). Asimismo, tampoco se observan diferencias significativas en

cuanto a la semivida de eliminación de los analitos (p < 0.05).

5.3.2. Análisis poblacional de los datos

El mejor ajuste de los datos de concentración plasmática de FBZ y FBZ-SO

en función del tiempo se obtuvo a través de un modelo monocompartimental,

caracterizado a través de los siguientes parámetros: volumen de distribución

aparente (VD), clearence (CL), absorción de FBZ con cinética de primer or-

den (ka) y tiempo de latencia (tlag). Las estimaciones de estos parámetros

obtenidas a través del modelo final se detallan en la tabla 5.2. También en la

tabla 5.2, se presentan los valores estimados de BSV del VD y el CL para el
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Figura 5.4: Perfiles plasmáticos de fenbendazol (FBZ, a), fenbendazol sulfóxido
(FBZ-SO, b) y fenbendazol sulfona (FBZ-SO2, c), luego de la administración de una
dosis intraruminal de 5 mg/kg de FBZ como nanocristales redispersables (NCR10,
ĺınea continua) o la mezcla f́ısica análoga en composición (ĺınea punteada).

fármaco padre y los valores estimados de BOV (es decir, la variabilidad para un

mismo individuo en las diferentes ocasiones) fueron significativos para los tres
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Tabla 5.1: Análisis no compartimental de los resultados: métricas farmacocinéticas
(media ± SD) para fenbendazol, fenbendazol sulfóxido y sulfona en plasma ovino,
obtenidas luego de la administración intraruminal de fenbendazol (5 mg/kg, n=6)
preparado como nanocristales redispersables o mezcla f́ısica

FBZ FBZ-SO FBZ-SO2
NCR10 MF NCR10 MF NCR10 MF

Cmax

(µg/mL)
0.35 ± 0.15(a) 0.1 6± 0.03(a) 0.64 ± 0.19(b) 0.32 ± 0.05(b) 0.14±0.04(c) 0.08±0.01(c)

tmax (h) 8.3 ± 2.3 17.0 ± 9.4 20.3 ± 7.8 27.7 ± 10.5 46.7±10.3 46.7±10.3
AUCo−t

(µg.h/mL)
10.1 ± 2.2(d) 5.1 ± 0.5(d) 25.9 ± 6.1(e) 13.1 ± 1.2(e) 7.3±2.1(f) 3.6±0.7(f)

t1/2el (h) 14.0 ± 8.2 13.1 ± 6.4 18.2 ± 6.4 17.1 ± 4.1 41.0±30.6 38.0±25.2

Los diferentes supeŕındices indican diferencias significativas entre métricas farmacocinéticas (p < 0.05).
FBZ: fenbendazol; FBZ-SO: fenbendazol sulfóxido; FBZ-SO2: fenbendazol sulfona; NCR10: nanocristales
redispersables de fenbendazol con 50 % p/p de P188; MF: mezcla f́ısica análoga en composición a los
NCR11; Cmax: concentración plasmática máxima; tmax: tiempo de concentración máxima; AUCo−t: área
bajo la curva de concentración plasmática versus tiempo desde cero hasta el tiempo final de cuantificación;
t1/2el: semivida de eliminación.

parámetros de absorción: ka, tlag y la biodisponibilidad (F) de FBZ. Todos los

parámetros fueron estimados con precisión aceptable. En la figura 5.5, el VPC

estratificado por preparación muestra la bondad de ajuste del modelo, donde se

observa cómo las simulaciones obtenidas con el modelo propuesto reproducen

las tendencias centrales de los datos experimentales y su variabilidad.

A través del modelo propuesto, se encontró que el tipo de preparación

(NCR o MF) afectó significativamente tanto la F como el tlag. De hecho, se

encontró que la F estimada para los NCR fue 1.92 veces mayor que la obteni-

da tras administrar la MF, y el tlag fue significativamente menor (0.54 horas

en los NCR frente a 3.3 horas en la MF). Estos datos corroboran la absorción

mejorada descrita a través del análisis no compartimental para el FBZ después

de su administración como NCR. Por otra parte, los parámetros de disposi-

ción de FBZ y FBZ-SO no se vieron afectados por el tipo de preparación. El

modelado poblacional de los resultados permitió estimar la semivida de ab-

sorción1 de FBZ en 18.6 horas y las semividas de eliminación2 de FBZ en 2.8

horas y FBZ-SO en 4.3 horas. Estos datos sugieren la presencia del fenómeno

de flip-flop, donde la absorción del compuesto es un proceso más lento que su

eliminación.

1Calculada como ln2/ka
2Calculada como (ln2*VD)/CL
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Figura 5.5: Gráficos de verificación predictiva visual (VPC) para fenbendazol, es-
tratificados por tipo de preparación. Se representan: la mediana de las simulaciones
del modelo propuesto (ĺınea roja punteada); la mediana de los datos experimentales
colectados (ĺınea negra continua); el intervalo de predicción del modelo para el per-
centil 50 (sombra azul); y las observaciones experimentales (puntos negros).

5.4. Discusión

Como ya fuera mencionado, el cálculo de la eficiencia de disolución (ED)

incluye dos variables estrechamente relacionadas con la absorción de fárma-

cos desde el tracto gastrointestinal: la concentración de fármaco disuelto y

la ventana de tiempo en la que permanece en solución (Khan, 1975). En es-

te sentido, los resultados de la biodisponibilidad mejorada de FBZ obtenidos

cuando se administra la preparación de NC confirman lo esperado según los

altos valores ED calculados a partir de los resultados de disolución in vitro

(ver apartado 4.3.2 de esta Tesis).

Por otra parte, los resultados de los parámetros estimados mediante el

análisis farmacocinético poblacional indican que el proceso de eliminación de

FBZ es más rápido que su proceso de absorción, lo que indicaŕıa la presencia de

una cinética de tipo flip-flop cuando se administra FBZ por v́ıa oral en ovinos.

Este fenómeno fue anteriormente reportado en estudios que evaluaron la expo-

sición a FBZ en cerdos y alpacas luego de su administración oral e intravenosa
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Tabla 5.2: Parámetros farmacocinéticos poblacionales de fenbendazol y fenbendazol
sulfóxido en ovinos

Parámetro (unidades) Estimado final (RSE%)
ka (h-1) 0.0373 (9.6)
tlag (h) 3.3 (29.2)
VD (L) 75.0 (22.3)
CL (L.h-1) 18.5 (8.7)
V Dm (L) 43.0 (9.7)
CLm (L.h-1) 6.97 (7.9)
βNCR- tlag -1.800 (25.4)
βNCR-F 0.66 (16.7)
BSV VD (%) 48.66 (33.5)
BSV CL (%) 7.77 (42.7)
BOV ka (%) 31.33 (22.7)
BOV tlag (%) 80.81 (23.7)
BOV F (%) 18.24 (22.5)
a1 (µg/mL) 0.0094 (21.3)
b1 0.1290 (10.8)
a2 (µg/mL) 0.0103 (8.9)
b2 0.1180 (2.0)

Los parámetros farmacocinéticos poblacionales estimados para FBZ y FBZ-SO y los efectos medidos del
tipo de preparación en tlag (βNCR- tlag) y en la biodisponibilidad (βNCR-F) se informan como la media
y su RSE % (entre paréntesis). El RSE % representa la estimación de la incertidumbre. La variabilidad
interindividual (BSV) y la variabilidad interocasión (BOV) se reportan como coeficientes de variación. a1
y b1: estimadores de los parámetros aditivos y proporcionales del modelo de error residual para FBZ,
respectivamente; a2 and b2: estimadores de los parámetros aditivos y proporcionales del modelo de error
residual para FBZ-SO, respectivamente; FBZ: fenbendazol; FBZ-SO: fenbendazol sulfóxido; ka: constante
de absorción de FBZ primer orden; CL: clearence de FBZ para un ovino de 20 kg; CLm: clearence de FBZ-
SO para un ovino de 20 kg; VD: volumen de distribución aparente de FBZ para un ovino de 20 kg; V Dm:
volumen de distribución aparente de FBZ-SO para un ovino de 20 kg; tlag : tiempo de latencia en la absorción
de FBZ; F: biodisponibilidad de FBZ.

(Lakritz et al., 2015; Petersen y Friis, 2000). Ambos reportes informan un au-

mento en la semivida de eliminación de FBZ luego de su administración oral

respecto a la v́ıa parenteral: 2.59 a 8.38 horas en cerdos; y de 5.9 a 23.0 horas

en alpacas. De acuerdo con estas observaciones, la disminución de las concen-

traciones de FBZ y FBZ-SO en la fase terminal de la curva de concentración

en función del tiempo en ovinos estaŕıan principalmente regidas, o limitadas,

por la velocidad de absorción del fármaco padre, al igual que ocurre en el caso

presentado en este trabajo.

Este comportamiento donde la absorción es un proceso más lento que la

eliminación de fármaco, podŕıa explicarse por la velocidad de disolución limi-

tada del fármaco en el medio gastrointestinal. Sin embargo, de ser esa la única

razón, se esperaŕıan diferencias en la constante de absorción estimada según
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el tipo de preparación, lo cual no se evidenció (la magnitud de la semivida

de absorción estimada fue de 18.6 horas para ambas preparaciones). Este re-

sultado sugiere que, además, podŕıan estar ocurriendo otros procesos a nivel

presistémico como, por ejemplo, recirculación enterohepática. Este proceso ha

sido reportado por Hennessy et al. (1993), quienes demostraron que tanto FBZ

como FBZ-SO sufren recirculación enterohepática cuando son administrados

de forma intraruminal en ovinos.

En conjunto, la velocidad de disolución limitada del fármaco y su recircu-

lación enterohepática, podŕıan conducir a un ingreso sostenido de FBZ a la

circulación sistémica. Estos fenómenos podŕıan estar enmascarando posibles

diferencias en la velocidad de ingreso o eliminación de FBZ relacionadas con

el tipo de preparación administrada. Si bien no es posible aportar evidencia

en este sentido, el perfil de disolución in vivo más eficiente para los NCR se

traduce in vitro tanto en el menor tiempo de latencia estimado para esta pre-

paración respecto a la MF como por la mayor extensión de fármaco absorbido

cuando se administran los NCR. Algunos autores reportan que las velocidades

de absorción lentas y los reciclajes enterales prolongados de algunos benzimi-

dazoles se relacionan con mejores eficacias (Hennessy et al., 1989; McKellar,

Scott et al., 1990), por lo que el nulo impacto del tipo de preparación en la

velocidad de absorción podŕıa resultar incluso positivo.

El comportamiento farmacocinético de FBZ y FBZ-SO cuantificado en plas-

ma se describió mejor mediante modelos de disposición de un solo comparti-

mento parametrizados con el volumen de distribución aparente (VD) y el clea-

rence (CL). La absorción de FBZ se caracterizó como una cinética de primer

orden (ka) con tiempo de latencia (tlag). A través del estudio poblacional, se

pudo determinar que la variabilidad interocasión (BOV) fue significativa en

los parámetros de absorción ka, tlag y el grado de FBZ absorbido (F), además,

todos los parámetros se pudieron estimar con una precisión aceptable.

Como se mencionó anteriormente, los benzimidazoles como FBZ son po-

tentes moléculas antihelmı́nticas con muy baja solubilidad en agua. Esta li-

mitación afecta directamente su proceso de disolución y absorción tanto en

organismos monogástricos como en rumiantes y, en consecuencia, restringe su

biodisponibilidad sistémica y eficacia cĺınica, contribuyendo al desarrollo de

fenómenos de resistencia (Lanusse y Prichard, 1993). Aunque se han descrito

varios enfoques tecnológicos para aumentar la biodisponibilidad de fármacos

poco solubles en agua en organismos monogástricos a través de la mejora de
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la solubilidad acuosa del fármaco y la disolución in vitro, muchos de ellos

no garantizan, necesariamente, una mayor biodisponibilidad del fármaco en

rumiantes. Por ejemplo, el uso de ciclodextrinas que resulta exitoso para au-

mentar la biodisponibilidad de benzimidazoles en organismos monogástricos

como ratones, resulta no ser una formulación óptima para rumiantes debido a

la degradación ruminal de la ciclodextrina (Ceballos et al., 2012).

Sin embargo, a pesar de la complejidad del sistema digestivo de los rumian-

tes en comparación con el de individuos monogástricos y los desaf́ıos particula-

res que trae aparejados, los procesos que conducen a la absorción del fármaco

luego de que se administra una formulación sólida (por ejemplo, un bolo) no

difieren notablemente de lo que ocurre en humanos: la formulación debe desin-

tegrarse para dar paso a la disolución del fármaco y su consecuente absorción.

Si la velocidad de disolución o absorción del fármaco son lentas, las probabi-

lidades de no alcanzar concentraciones sangúıneas efectivas del fármaco son

elevadas, incluso si la extensión de la absorción llega a ser completa (Koritz,

1983). Para la preparación de NCR10, fue posible constatar que la mejora de

la disolución se correlaciona con una mayor exposición al fármaco en plasma

en el rumiante de interés, lo que confirma el potencial de las aplicaciones de la

nanotecnoloǵıa en la administración racional de compuestos terapéuticos con

limitaciones de solubilidad acuosa en rumiantes.

Aunque se ha trabajado para buscar estrategias farmacéuticas alternativas

para mejorar la disponibilidad sistémica de antihelmı́nticos poco solubles en

agua para uso en especies productivas, generalmente estos compuestos están

disponibles comercialmente para uso veterinario como suspensiones para ad-

ministración oral. Si bien la suspensión comercial de FBZ no se probó in vivo

en este trabajo, su perfil de disolución y la ED calculadas y presentadas en el

caṕıtulo anterior fueron muy similares a los obtenidos para la MF. Esto su-

giere que el rendimiento in vivo de la formulación de NCR probablemente sea

significativamente superior en comparación con la suspensión comercializada.

Por último, Barrère et al. (2012) han estudiado la frecuencia de la correla-

ción entre los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) en el gen del isotipo

1 de β-tubulina en H. contortus (GRU-1)1, que confieren resistencia a benzi-

1Se pueden utilizar tres mutaciones como marcadores para la detección de resistencia
en H. contortus: en las posiciones 200 y 167 (ambos TTC a TAC, es decir Phe por Tyr),
los cuales son estudiados en el trabajo de Barrère et al. (2012) o en la posición 198 (GAA a
GCA). En este trabajo todos parásitos genotipados fueron GAA en el codón 198 (es decir,
no resistentes en este codon).
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midazoles antihelmı́nticos, y la eficacia de tratamientos con dosis crecientes de

ABZ (5, 15 y 45 mg/kg). Los autores demuestran que emplear una dosis de

hasta nueves veces la recomendada para el tratamiento de ovinos infectados

con H. contortus (45 mg/kg), no es efectiva para eliminar la polación de parási-

tos homocigotas resistentes en la posición 200, y detectan una fuerte relación

entre las dosis de ABZ crecientes y un aumento en la frecuencia del SNP en

esta posición. Por otra parte, también demuestran que son necesarias dosis de

hasta tres veces la recomendada (15 mg/kg) para disminuir las poblaciones de

parásitos heterocigotas resistentes en ambos codones a la vez (200 y 167).

Estos hallazgos sugieren que un aumento en la biodisponibilidad de FBZ

logrado con la formulación de NCR podŕıa ser prometedor para el tratamiento

de ciertas poblaciones de H. contortus (por ejemplo, heterocigotas resisten-

tes a benzimidazoles en un único codón, 200 o 167, o incluso heterocigotas

en ambos codones a la vez). Sin embargo, se presentará el inconveniente de

seleccionar los nematodos homocigotas resistentes en la posición 200 (los cua-

les sobreviviŕıan y podŕıan empeorar el cuadro en siguientes infecciones). Sin

embargo, la formulación de nuevos fármacos (para los cuales no se haya gene-

rado resistencia) mediante este tipo de sistemas de liberación colaboraŕıan en

disminuir los eventos de subdosificación y la variabilidad de los tratamientos.

En este sentido, podŕıan colaborar en el retraso de la aparición de resistencia

en poblaciones aún susceptibles.
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5.5. Conclusiones del caṕıtulo

En conclusión, fue posible lograr una mejora significativa de la biodisponi-

bilidad de FBZ en ovinos, correlacionada con una mejora en la eficiencia del

proceso de disolución in vitro. Además, por primera vez, se estimaron paráme-

tros farmacocinéticos poblacionales de fenbendazol y su sulfóxido en ovinos.

De hecho, el proceso de eliminación relativamente más corto de fenbendazol,

en contraste con su absorción, sugiere una cinética de flip-flop para este fárma-

co en el organismo estudiado, por lo que la capacidad de la formulación para

lograr una exposición sistémica mayor y más prolongada del fármaco podŕıa

ser esencial para lograr un efecto mayor.

Los resultados resumidos y discutidos en este caṕıtulo, utilizando FBZ como

modelo de fármaco, muestran la preparación de nanocristales redispersables

como una opción prometedora para reformular otros antihelmı́nticos de uso

veterinario ya disponibles en el mercado. Además, resultan alentadores para

continuar hacia el estudio in vivo de los NCR de VAL-FBZ preparados y

presentados en el caṕıtulo 4.

Parte de los resultados y la discusión presentados en este caṕıtulo, se en-

cuentran recogidos en el trabajo titulado Improving the in vitro dissolution

rate and pharmacokinetic performance of fenbendazole in sheep using drug

nanocrystals (Melian et al., 2022). Esta publicación puede encontrarse en el

apéndice 7, al final del manuscrito.
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Caṕıtulo 6

Conclusiones generales y

perspectivas de trabajo

Este trabajo permitió obtener dos tipos diferentes de preparaciones de fen-

bendazol a través de las cuales se logró mejorar notablemente su velocidad de

disolución en agua: las dispersiones sólidas y los nanocristales redispersables.

Se adaptó y completó una extensa caracterización de las preparaciones que

permitió concluir que las mejoras en la velocidad de disolución de los activos

se debió a la presencia de la matriz polimérica homogeneamente distribúıda,

tanto en el caso de las dispersiones sólidas como los nanocristales; sumado a

la reducción del tamaño de part́ıcula, en estos últimos.

De la caracterización, se concluye que la microscoṕıa Raman confocal es

una herramienta poderosa y no destructiva que permite una comprensión cua-

litativa de la distribución de los componentes en las preparaciones. Para este

trabajo, resultó una técnica indispensable para comprender las mejoras de

desempeño observadas entre las diferentes preparaciones.

El fenbendazol fue utilizado como prototipo de otros compuestos an-

tihelmı́nticos benzimidazólicos y de los compuestos h́ıbridos valerolactama-

benzimidazol sintetizados por el grupo de investigación. Por esta razón, una

vez seleccionada la preparación con mejor desempeño de liberación del activo y

mejores rendimientos de proceso (los nanocristales redispersables conteniendo

como estabilizante poloxamer 188), se procedió a trasladar con éxito la tecno-

loǵıa desarrollada al valero-fenbendazol, compuesto h́ıbrido de interés por su

potencial antihelmı́ntico, cumpliendo con el objetivo central de este trabajo.

Por otra parte, el estudio de biodisponibilidad comparada en ovinos entre
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los nanocristales de fenbendazol y la mezcla simple de los componentes (sin

procesar) permitió determinar que las mejoras observadas en la velocidad de

disolución in vitro del activo preparado como nanocristales se correlaciona con

una mejora de su absorción en rumiantes. Este estudio además, acompañado

de un modelado poblacional de los datos colectados, permitió reportar, por

primera vez, interesantes parámetros farmacocinéticos poblacionales de fenb-

dendazol y su metabolito sulfoxidado en ovinos, aśı como sugerir la presencia

del fenómeno de flip-flop.

En conclusión, se cuenta con una plataforma para la preparación de com-

puestos poco solubles en agua, particularmente compuestos de tipo benzimi-

dazol carbamato o h́ıbridos valerolactama-benzimidazol, con potencial de me-

jorar su velocidad de disolución in vitro y biodisponibilidad oral en rumiantes.

Además, se cuenta con metodoloǵıa desarrollada y seleccionada para una ca-

racterización completa de las preparaciones.

Como perspectivas para continuar este trabajo, se deprenden diferentes

aristas. En primer lugar, surge la necesidad de dar una forma farmacéutica final

a las preparaciones obtenidas, con foco en medicina veterinaria e intentando

respetar las mejoras obtenidas a este nivel. Para fenbdendazol, además, el

siguiente paso será determinar los parámetros farmacocinéticos poblacionales

cuando se administra por v́ıa oral, para compararlos con los obtenidos por la

v́ıa intraruminal y determinar la adecuabiliad de la v́ıa para la administración

de los sistemas de nanocoristales. Además, el último paso, una vez que se cuente

con la formulación final, será evaluar la eficacia de las nuevas preparaciones en

estudios con animales infectados con los parásitos de interés.

Para el caso de valero-fenbendazol, deben realizarse estudios que comprue-

ben que su mejora de disolución in vitro se correlaciona con una mejora del

desempeño in vivo. Posteriormente se podrá continuar hacia los mismos estu-

dios sugeridos para fenbdendazol. Además, en relación a este h́ıbrido, deben

completarse experimentos que permitan determinar la naturaleza de los cam-

bios observados en su cristalinidad, cuando entra en contacto con agua.
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Apéndice 1

Análisis de componentes

principales de las dispersiones

sólidas y mezclas f́ısicas

A continuación, se muestran los resultados obtenidos del PCA de la DS

conteniendo 10 % p/p de fenbendazol y 90 % poloxamer 407 (denominada

DS22). La figura 1.1 muestra las primeras componentes que explican la va-

rianza de los resultados. La 1.2 muestra la imagen obtenida luego de mapear

la intensidad de la componente N° 1 en cada pixel del set de datos analiza-

do; mientras que la figura 1.3 muestra el resultado de promediar los espectros

de los pixeles donde predomina la componente N° 1. La figura 1.4 muestra

el resultado de promediar los espectros en los pixeles donde no predomina la

componente N° 1. La figura 1.5 muestra la imagen obtenida luego de mapear

la intensidad de la componente N° 2 en cada pixel del set de datos analizado;

mientras que la figura 1.6 muestra el resultado de promediar los espectros de

los pixeles donde predomina la componente N° 2.

Por otra parte, se muestran los resultados obtenidos del PCA de la MF

conteniendo 10 % p/p de fenbendazol y 90 % poloxamer 407 (denominada

MF22). La figura 1.7 muestra las primeras componentes que explican la va-

rianza de los resultados. La figura 1.8 muestra la imagen obtenida luego de

mapear la intensidad de la componente N° 1 en cada pixel del set de datos

analizado; mientras que la figura 1.9 muestra el resultado de promediar los

espectros de los pixeles donde predomina la componente N° 1. La figura 1.10

muestra la imagen obtenida luego de mapear la intensidad de la componen-
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Figura 1.1: Resultado del análisis de componentes principales de la muestra de
dispersión sólida conteniendo 10 % p/p de fenbendazol y 90 % poloxamer 407
(denominada DS22). Se observa que las dos primeras componentes explican la mayor
parte de la varianza de los datos ya que acumulan entre ambas más del 90 % de la
varianza (figura de la izquierda).

Figura 1.2: Imágen generada a partir de la componente N° 1 del análisis de com-
ponentes principales de la muestra de dispersión sólida conteniendo 10 % p/p de
fenbendazol y 90 % poloxamer 407 (denominada DS22). Se observa que la imagen es
similar a la obtenida a partir del uso de filtros de señales (3.14). Los colores indican
la intensidad de la componente seleccionada en cada pixel.

te N° 2 en cada pixel del set de datos analizado; mientras que la figura 1.11

muestra el resultado de promediar los espectros de los pixeles donde predomi-

na la componente N° 1. El PCA de la MF mostró muy pocos pixeles donde se
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Figura 1.3: Obtención del espectro promedio de las zonas con mayor presencia de
la componente N° 1. Las zonas seleccionadas para obtener el espectro promedio se
observan en color marrón (imagen arriba a la derecha) y corresponden a las zonas
coloreadas en rojo en la imagen de la izquierda. El espectro obtenido se corresponde
con el espectro del poĺımero (ver figura 3.13).

Figura 1.4: Obtención del espectro promedio de las zonas con menor presencia de
la componente N° 1 (zonas azules). Las zonas seleccionadas para obtener el espectro
promedio se observan en color marrón (imagen arriba a la derecha) y corresponden
a las zonas coloreadas en azul en la imagen de la izquierda. En el espectro promedio
obtenido se observa tanto la presencia de fenbendazol como de poĺımero (ver figu-
ra 3.13).
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Figura 1.5: Imágen generada a partir de la componente N° 2 del análisis de com-
ponentes principales de la muestra de dispersión sólida conteniendo 10 % p/p de
fenbendazol y 90 % poloxamer 407 (denominada DS22). Los colores indican la in-
tensidad de la componente seleccionada en cada pixel.

Figura 1.6: Obtención del espectro promedio de las zonas con mayor presencia de
la componente N° 2. Las zonas seleccionadas para obtener el espectro promedio se
observan en color marrón (imagen arriba a la derecha) y corresponden a las zonas
coloreadas en rojo en la imagen de la izquierda. El espectro obtenido se corresponde
con el espectro de fenbendazol (ver figura 3.13).

encontraran los espectros de ambos componentes a la vez, indicando que las

muestras se componen mayormente de FBZ o P407 puros.
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Figura 1.7: Resultado del análisis de componentes principales de la muestra de
mezcla f́ısica conteniendo 10 % p/p de fenbendazol y 90 % poloxamer 407 (denomi-
nada MF22). Se observa que las dos primeras componentes explican la mayor parte
de la varianza de los datos ya que acumulan entre ambas más del 90 % de la varianza
(figura de la izquierda).

Figura 1.8: Imágen generada a partir de la componente N° 1 del análisis de com-
ponentes principales de la muestra de mezcla f́ısica conteniendo 10 % p/p de fen-
bendazol y 90 % poloxamer 407 (denominada MF22). Se observa que la imagen es
similar a la obtenida a partir de los cocientes de intensidad de señales (3.15). Los
colores indican la intensidad de la componente seleccionada en cada pixel.
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Figura 1.9: Obtención del espectro promedio de las zonas con mayor presencia de
la componente N° 1. Las zonas seleccionadas para obtener el espectro promedio se
observan en color marrón (imagen arriba a la derecha) y corresponden a las zonas
coloreadas en rojo en la imagen de la izquierda. El espectro obtenido se corresponde
con el espectro de fenbendazol (ver figura 3.13).

Figura 1.10: Imágen generada a partir de la componente N° 2 del análisis de
componentes principales de la muestra de mezcla f́ısica conteniendo 10 % p/p de
fenbendazol y 90 % poloxamer 407 (denominada MF22). Los colores indican la
intensidad de la componente seleccionada en cada pixel.
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Figura 1.11: Obtención del espectro promedio de las zonas con mayor presencia de
la componente N° 2. Las zonas seleccionadas para obtener el espectro promedio se
observan en color marrón (imagen arriba a la derecha) y corresponden a las zonas
coloreadas en principalmente en celeste en la imagen de la izquierda. El espectro
obtenido se corresponde con el espectro de poĺımero (ver figura 3.13).
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Apéndice 2

Dissolution profiles of

fenbendazole from binary solid

dispersions: a mathematical

approach

Melian, M. E., Briones Nieva, C. A., Domı́nguez, L., Gonzo, E. E., Palma,
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Aim: Understanding a drug dissolution process from solid dispersions (SD) to develop formulations with
predictable in vivo performance. Materials & methods: Dissolution data of fenbendazole released from
the SDs and the control physical mixtures were analyzed using the Lumped mathematical model to es-
timate the parameters of pharmaceutical relevance. Results: The fit data obtained by Lumped model
showed that all SDs have a unique dissolution profile with an error of ±4.1% and an initial release rate
500-times higher than the pure drug, without incidence of drug/polymer ratio or polymer type. Conclu-
sion: The Lumped model helped to understand that the main factor influencing the fenbendazole release
was the type formulation (SD or physical mixture), regardless of the type or amount of polymer used.

First draft submitted: 4 March 2021; Accepted for publication: 16 June 2021; Published online:
21 July 2021

Keywords: dissolution efficiency • drug release • fenbendazole • initial release rate • lumped model • mathematical
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In recent years, the number of drug candidates associated with low water solubility has increased dramatically [1–6],
posing a significant challenge for the pharmaceutical industry. These types of compounds, categorized as class II by
the biopharmaceutical classification system [7], have adequate membrane permeability, so the dissolution process
becomes the rate-limiting step during oral absorption. That is why research groups have designed new technologies
to overcome the problems associated with low bioavailability and erratic absorption [8], having a direct impact on
both the rate and extent of absorption in the gastrointestinal tract [9–12].

For many years, the strategy of formulating active pharmaceutical ingredients using solid dispersions (SD) has
been widely studied and has reached great interest due to its ability to modify the physicochemical properties of
poorly water soluble compounds. This allows better drug dissolution rates and oral bioavailability, besides its use as
a drug-repositioning strategy [13–15]. It has been deeply discussed how SD technology collaborates to improve drug
dissolution rate and extent: from altering solid-state properties of the materials such as porosity and wettability
to reducing particle size, even up to a molecular level, including the possibility of converting drug crystalline
particles into an amorphous state [16,17]. When a SD is orally administered, the above mentioned advantages of this
technology contribute to the formation of a saturated or supersaturated solution at the site of absorption, leading
to the immediate dissolution of a fraction of the drug and its rapid absorption.

When the drug is part of a SD, its dissolution may be carrier mediated that forms a polymer-rich diffusion layer
between the SD and the dissolution medium. The drug must permeate through this layer to reach the dissolution
medium. In those cases, in which the permeability of the membrane is not a limitation of the absorption of the
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drug, the extension and maintenance of the state of supersaturation of the drug that can be achieved by the SD will
be decisive for its bioavailability. In this sense, information on the incidence of formulation and process parameters
on the in vivo performance of a SD can be obtained from thoughtfully designed dissolution tests at each stage of
development [18].

The key factors in the development of SDs are driven by two considerations: biopharmaceutical relevance (in
terms of greater solubility and dissolution) and commercial viability (in terms of scaling and shelf-life stability) [19].
This has led to evolution since the 1960s, when SDs were first reported [20], with four generations already
described to the present [21] and numerous methods available for their preparation. However, there are still <30
commercialized formulations prepared by this technology [17]. In this context, research must continue to gain a
deeper understanding of these systems and their drug release mechanisms, which will directly impact their practical
use, helping to make more precise decisions during the formulation steps [22].

Mathematical models are a valuable tool to evaluate the processes involved in the dissolution of drugs, and in
general, to devise and optimize the design of new systems. Knowing how to use the equations generated in
mathematical modeling will allow us to understand the different factors that affect the dissolution kinetic process
and how the stages of this phenomenon can vary and influence the efficacy or dosage of the drug. Therefore, the
mathematical evaluation of the dissolution kinetics of the drug is an added value, which guarantees an optimal
design of the drug delivery systems, as well as the knowledge of the mechanisms that operate in the dissolution
process through experimental verification [23–25].

The mathematical models applied in the area of pharmaceutical science and reported in the scientific literature
are diverse. Mathematical models can be of two different types: empirical or theoretical. An empirical model is
nothing more than a mathematical equation capable of describing the experimental trend of a quantity of interest
(e.g., drug concentration in blood against time) adopting appropriate values for its parameters. As this model is not
a real mathematical metaphor for all the phenomena that concur with the experimental evidence, its parameters
have no physical significance. For this reason, an empirical model does not imply an improvement in the theoretical
knowledge of the physical phenomenon under study but allows a more objective comparison between the different
sets of experimental data on based on variations in the model parameters. In this sense, Ritger and Peppas described
a simple and empirical equation, suitable for adjusting the values corresponding to the first 60% of the release
curve of a drug, which makes it possible to elucidate the drug release mechanism according to the value of the
diffusional exponent that comes from statistical mathematics [26,27]. Another empirical equation that is widely used
in reliability, statistics and survival analysis, is the Weibull model [28,29]. The Weibull parameter aW defines the time
scale of the process and bW characterizes the shape of the profile. Values of bW >1 characterize sigmoid-shaped
curves, while values of bW <1 fit concave profiles. The Weibull model fits the release data of different systems very
well, but the parameters of the equation have not a physical meaning.

On the contrary, a theoretical model represents a possible mathematical schematization of all the concurrent
phenomena to the experimental evidence to be studied. Consequently, as its parameters have physical meaning
(e.g., the diffusion coefficient of the drug in a membrane), by configuring them appropriately, the model can be
used to predict the experimental trend corresponding to the different conditions. The Higuchi model, which was
initially conceived for plane geometries, but later extended to different geometries and porous systems [30], is one of
the most successful theories that predict drug release from a stable monolithic system where only the diffusion step
within the matrix is considered; with constant diffusion coefficient and slab geometry. Nevertheless, this model is
far from solving the complex system found in more real systems.

However, due to the complexity of reality, it is sometimes impossible to have a theoretical model and the
constitution of mixed theoretical-empirical models called semi-empirical is necessary. The so-called power law or
Korsmeyer–Peppas equation describes the release of drugs from polymeric systems. Another model, which takes into
account the coupled effect of Fick-type diffusion and the contribution of polymer relaxation, is the one proposed
by Peppas–Sahlin [31]. Based on this, the Lumped model derived from a second-order kinetic expression [32,33],
groups the main stages involved in the drug release or dissolution processes. This new model allows fitting all the
experimental data from t = 0 to t → ∞. The proposed mathematical model satisfactorily describes the processes in
which the phenomena of diffusion and transfer to the dissolution medium occur, or when there is only an external
transfer to a fluid medium in which the concentration of the drug is constantly increasing.

In our previous work, we reported the preparation of fenbendazole (FBZ) and poloxamer SDs together with the
extensive characterization performed [34]. This work aims to analyze the dissolution data of FBZ to achieve a deep
understanding of the in vitro dissolution properties. This is a decisive factor that allows selection between alternative

10.4155/tde-2021-0014 Ther. Deliv. (Epub ahead of print) future science group

160



Dissolution of fenbendazole from solid dispersions Research Article

Table 1. Solid dispersions and physical mixtures of fenbendazole and poloxamer 188 and poloxamer 407 composition.
SD PM FBZ (w/w%) P188 (w/w%) SD PM FBZ (w/w%) P407

SD11 PM11 5 95 SD21 PM21 5 95

SD12 PM12 10 90 SD22 PM22 10 90

SD13 PM13 25 75 SD23 PM23 25 75

SD14 PM14 50 50 SD24 PM24 50 50

FBZ: Fenbendazole; P188: Poloxamer 188; P407: Poloxamer 407; PM: Physical mixture; SD: Solid dispersion.

dosage forms for better formulation development. In this context, the Lumped mathematical model [29–32] was
used that allowed us to understand and predict the behavior of SDs and calculate the parameters of pharmaceutical
relevance such as the initial release rate (RR0), the dissolution efficiency (DE) and the mean dissolution time
(MDT) [35].

Materials & methods
Materials
FBZ (pharmaceutical grade) was kindly donated by Laboratorio Uruguay S.A. (LUSA, Montevideo, Uruguay).
Poloxamer 188 (P188) and Poloxamer 407 (P407) were provided by BASF (Ludwigshafen, Germany). All other
reagents were of analytical grade.

Preparation of SDs & dissolution tests
The preparation of FBZ SDs and physical mixtures (PM) were described in our previous work in conjunction with
the dissolution tests of FBZ performed [34]. Briefly, FBZ SDs were prepared by dispersing the drug in the melted
poloxamer at 65◦C, using different proportions of P188 or P407. After dispersing the drug, the mixtures were
rapidly cooled and pulverized. For the PMs, the appropriate amount of FBZ and poloxamer were mixed manually.
Table 1 shows the different compositions of SDs and PMs analyzed in this work.

Data analysis
The data obtained from the dissolution tests were analyzed using the Lumped mathematical model [22–26]. To
compare the different dissolution profiles, the RR0, DE, dissolution time, sampling time and MDT were calculated.
Likewise, the profiles were statistically compared using an independent model approach by calculating the difference
factor (f1) and similarity factor (f2) between the profiles.

Results & discussion
Dissolution data analysis
An integral part of pharmaceutical development is drug dissolution testing, which enables a batch quality assessment
to ensure product safety, efficacy and reproducibility. During the formulation development process, drug dissolution
testing guides the design, optimization and selection of the leading formulation to be used for subsequent clinical
studies. On the other hand, it is one of the indicator tests that are carried out in the stability studies to evaluate the
useful life of the drug during the product development phase.

The dissolution of the drug is a relevant property of a pharmacotherapeutic system, being a prerequisite for the
absorption of the active agent, playing a preponderant role in the rate and degree of bioavailability in the body.

To establish specific predetermined dissolution profiles, it is necessary to understand in depth the mass transport
mechanisms involved in the drug dissolution process and to quantitatively predict the dissolution kinetics of the
drug.

It is feasible, in some cases, to develop a mathematical expression that adequately describes the dependence of
dissolution as a function of time. The application of this tool is very useful to predict the dissolution kinetics of
systems before their actual development. This analytical solution can lead to several models that can be used in
the design stage of simple and complex drug delivery devices, in addition to predicting the general behavior of the
dissolution process.

In this sense, the Lumped model makes it possible to find a simple relationship between the released/dissolved
mass and the release/dissolution rate as a function of time over the entire range of values obtained from a
release/dissolution profile, as well as to calculate different parameters of pharmaceutical relevance. This model
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makes it possible to adequately adjust the experimental data of immediate, sustained or extended-release dosage
forms to predict the in vitro dissolution properties as well as comparisons between different formulations or design
variables.

Under this framework, the in vitro dissolution of FBZ samples containing P188 and P407 were modeled using
the Lumped model [33,36,37] recently developed and validated [32,38]. This semi-empirical model is based on second-
order kinetics (Equation 1) where the driving force is the difference between the maximum amount of drug that
the sample can release (M∞)(t → ∞) and the amount release at time t (Mt).

The pseudo-second-order kinetic expression for the drug-release rate is Equation 1.

d Mt

dt
= k(M∞ − Mt )

2 (Eq. 1)

where the kinetic constant k considers all the steps involved in the release process.
The model is obtained considering the initial condition Mt = 0 at t = 0 and allows to calculate M∞ (Equation 2).

Mt =
kM2

∞t
1 + kM∞t

(Eq. 2)

The Lumped model is represented in Equation 3, and expresses the percentage of drug release as a function of
time. Considering that k and M∞ are constant

Mt % =
at

1 + bt
(Eq. 3)

where Mt% is referred to M∞ according to Equation 4.

Mt % =
Mt 100

M∞
(Eq. 4)

From Equation 3 it follows that the parameters a and b have no physical meaning and they are expressed
by Equations 5 & 6, respectively.

a = kM2
∞ (Eq. 5)

b = kM∞ (Eq. 6)

Furthermore, from Equation 3 it is possible to calculate the release rate (RR%) which is given by Equation 7:

RR% =
d Mt %

dt
=

a

(1 + bt)2 (Eq. 7)

Therefore, the initial release rate (RR0%) is given by Equation 8.

R R0% =
d Mt %

dt
|t=0 = a (Eq. 8)

The Lumped model parameters in percent amount of drug release, under this condition (Equation 3), must
obey the Equation 9,

a
b

= 100 (Eq. 9)

which is an interesting internal consistency test. Table 2 shows the model parameters a and b, M∞, correlation
coefficient (R2), and standard deviation (s%) calculated for the SD and PM samples studied, with P188 and P407,
respectively. The s% is defined by Equation 10,

s =

√
(SSD)

(n − 1)
(Eq. 10)

where SSD is the sum of the square of the difference between the experimental value and that calculated by the
model, and n is the number of samples taken in an experimental run.

We use an s% because it is calculated on values in percentages.
As shown in Table 3, the SD and PM samples with P188 represented the same release process, as well as the

samples containing P407. Therefore, the release profile for the SD and PM samples in each poloxamer could be
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Table 2. Parameters of the kinetic model.
Carrier polymer Sample Lumped model parameter

a (%/min) b (min-1) M∞ (mg) R2 s%

P188

SD11 20.344 0.2034 5.00 0.9981 1.43

SD12 17.238 0.1724 4.68 0.9964 1.96

SD13 25.089 0.2509 4.79 0.9993 0.84

SD14 22.324 0.2232 5.54 0.9968 1.80

Average profile 21.249 0.2125 – – –

PM11 10.011 0.1001 3.60 0.9972 1.70

PM12 9.940 0.0994 3.37 0.9960 2.04

PM13 8.933 0.0893 3.78 0.9929 2.69

PM14 6.979 0.0698 5.46 0.9944 2.43

Average profile 8.966 0.0897 – – –

P407

SD21 28.939 0.2894 4.87 0.9990 0.9

SD22 29.129 0.2903 4.44 0.9979 1.48

SD23 21.068 0.2107 4.59 0.9995 0.68

SD24 32.435 0.3844 4.54 0.9931 2.63

Average profile 29.393 0.2939 – – –

PM21 12.020 0.1202 3.62 0.9954 2.19

PM22 10.004 0.1012 3.15 0.9966 1.86

PM23 10.002 0.1000 3.08 0.9914 2.94

PM24 8.061 0.0806 3.53 0.9902 3.12

Average profile 10.022 0.1005 – – –

a and b: Lumped model parameters; M∞: Maximum amount of drug that the sample can release; P188: Poloxamer 188; P407: Poloxamer 407; PM: Physical mixture; R2: Correlation
coefficient; s%: Standard deviation; SD: Solid dispersion.

Table 3. Difference and similarity factor of solid dispersion and physical mixture samples based on the poloxamer 188
and poloxamer 407 as carrier vehicles.
Carrier polymer Sample Factor

f1 f2

P188

SD11 1.030 87.82

SD12 4.295 70.06

SD13 3.094 78.02

SD14 1.140 93.12

PM11 3.050 83.47

PM12 2.596 85.62

PM13 1.352 86.06

PM14 7.079 74.05

P407

SD21 0.258 95.84

SD22 0.146 99.79

SD23 5.705 63.19

SD24 4.104 69.26

PM21 5.008 72.63

PM22 0.728 96.86

PM23 0.182 99.75

PM24 5.211 69.71

f1: Difference factor; f2: Similarity factor; P188: Poloxamer 188; P407: Poloxamer 407; PM: Physical mixture; SD: Solid dispersion.

represented by the Lumped model with the average parameters depicted in Table 2. Note that the percentage of
FBZ in the SD and PM samples is 5, 10, 25 and 50% w/w for both poloxamers.

That is, the FBZ concentration in the samples varies almost tenfold, nevertheless, all samples, according to
US FDA and European Medicines Agency criteria, presented the same dissolution profile. In addition, when
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Table 4. Comparison of the average release profile of solid dispersions and physical mixtures between samples with
poloxamer 188 and poloxamer 407 and parameters of the general model equation.
Sample Factor Lumped model parameter

f1 f2 aG (%/min) bG (min-1)

SD 5.550 63.75 25.321 0.2532

PM 2.787 83.14 9.494 0.0951

aG and bG: Parameters of the general model equation; f1: Difference factor; f2: Similarity factor; P188: Poloxamer 188; P407: Poloxamer 407; PM: Physical mixture; SD: Solid dispersion.

comparing the average profiles of the percentage amount released for the SD and PM samples in any of the
poloxamers, the f1 and f2 shown in Table 4, were obtained.

Figures 1 & 2 depict the experimental data (symbols) and the Lumped model fit (solid line) of the SD and PM
samples with P188 and P407, respectively. Figure 3 shows the goodness of fit of the model.

Furthermore, Figure 4 shows the ratio (M∞/total amount loaded [Mo]) as a function of the compositions of the
samples. As can be seen, the average maximum percentage amount of FBZ released (M∞ 100/Mo) by the SD and
PM samples, referred to as the Mo, were 95.3 and 73% for the samples containing P188. While for the SD and
PM samples prepared with P407, these values were 91.6 and 66.7%, respectively.

The fit was quite good with R2 better than 0.99 and an s% of <2% for the SD samples and 3% for the PM
samples. Furthermore, the results showed that the percentage amount released for the SD and the PM samples
could be represented by a single curve (average). Although the amount of drug loaded to the system was 5 mg, the
samples have 5, 10, 25 and 50% w/w of FBZ in poloxamer. That is, the FBZ concentration in the samples varies
almost tenfold, but all the samples presented the same dissolution profile.

To consider that all profile corresponded to a single equation (average), the model-independent statistical analysis
approaches were used to validate the significance of the difference and similarity between profiles by calculating the
f1 and f2 using Equation 11 & 12, respectively.

f1 =

∑n
1 |Ri − Di |∑n

1 Ri
100 (Eq. 11)

Where Ri and Di are the percentage of drug dissolved of the reference and test samples at the time i and n is the
number of experimental samples taken during the entire release test.

f2 = 50 log

⎧⎨
⎩

[
1 +

(
1

n

) n∑
1

(Ri − Di )
2

]−0.5

100

⎫⎬
⎭ (Eq. 12)

The Center for Drug Evaluation and Research of the FDA and the European Medicines Agency have established
as criteria that two or more dissolution profiles are similar when the values of f1 are <15 and the values of f2 are
>50. Table 3 shows the values of both factors taking as reference the data obtained with the value of the parameters
of Table 2 for the average profile. According to the established criteria, it can be concluded that the profiles of
the different SD and PM samples for each poloxamer studied were indeed similar and the differences were not
significant. Therefore, both formulations could be represented by the average equation for each polymer.

However, comparing the average profile equations for the amount released by the SD samples in P188 and P407,
and those corresponding to the PM samples in both poloxamers; the f1 and f2 values depicted in Table 4, were
found.

According to the criteria established for f1 and f2 values, the FBZ release profiles of the SD samples with P188
and P407 were similar and the difference was not significant. Therefore, a general Lumped model equation was
able to predict the FBZ% released by all SD samples, regardless of the drug/polymer ratio and poloxamer type. In
the same way, a general Lumped model equation for the PM samples was obtained. The parameters of the general
model equation for the SD and PM samples are depicted in Table 4.

These general Lumped model equations obtained to predict the FBZ release amount with an error of ± 4.1%
for SD samples and ± 9% for PM samples.

Comparing the general release profile of the SD and PM samples, the values of f1 and f2 obtained were 19.678
and 38.47, respectively. Therefore, these profiles did not meet the criteria indicated above, and consequently, were
considered not similar, representing two different release phenomena. Figure 5 shows the general profiles of the
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Figure 1. Fenbendazole release profiles from (A) solid dispersions and (B) physical mixtures, using polymer
poloxamer 188 as a carrier. Error bars have been omitted for clarity purposes.
FBZ: Fenbendazole.

Lumped model for the SD and PM samples. In Figure 5, the experimental data (points) of all the samples with
P188 and P407, are indicated.

The experimental dissolution test with pure FBZ showed that the amount of drug released after 60 min was
2.9%. Up to 15 min, the presence of FBZ was detected but not is quantifiable. The results showed that the amount
released at 60 min was increased 30-times by the SDs with poloxamer compared with pure FBZ, regardless of the
drug/carrier ratio and the type of poloxamer. Making the same comparison, the PM samples increased the release
of the drug by 20-times. It was also possible to compare the RR0. Considering a linear relationship of the amount
released by the pure FBZ (zero-order kinetics mechanism), the RR0 of the pure drug was 0.05%/min. Then, the
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Figure 2. Fenbendazole release profiles from (A) solid dispersions and (B) physical mixtures, using polymer
poloxamer 407 as a carrier. Error bars have been omitted for clarity purposes.
FBZ: Fenbendazole.

RR0 of the SD samples was 500-times greater than that of the pure drug, while the RR0 of the PM samples was
200-times faster than the RR0 of the pure FBZ. Thus, poloxamer polymers facilitate the release of FBZ. All SD
samples showed an improved release amount of FBZ, compared with the corresponding PM.

To compare the behavior of the SD and PM samples, the characteristic parameters of the samples such as the
time point tX% (min), the DE (%), the MDT (min) and the time sampling tF (%) were calculated. The tX% time
point is the time required to reach X% drug release. In general, it is estimated at X% = 80%. The DE is defined
as the surface area under the profile up to a given end time te divided by the total surface area of the rectangle
100 te. The MDT is the first moment of the profile up to the TX% time point. Finally, the sampling time tF is the
percentage of drug released for each sample at a given time.
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Figure 3. Example of fenbendazole release data fit using the Lumped model applied to samples based on polymer (A) poloxamer 188
and (B) poloxamer 407. Error bars have been omitted for clarity purposes.
FBZ: Fenbendazole.

According to the Lumped model, each of the characteristic parameters of the profile is calculated by Equa-
tions 13, 14 & 15.

tX % =
X %

(aG − bG ∗ X %)
(Eq. 13)

DE =

(
aG

b2
G

)
[bG ∗ te − ln(1 + bG ∗ te )]

te ∗ 100
∗ 100 (Eq. 14)

MDT =
aG

b2
G

[ln(1 + bG ∗ tX %) − bG ∗tX %
(1+bG ∗tX %) ]

M%(tX %)
(Eq. 15)

While tF is the value of Mt% of the corresponding average profile equation at the final time of the experiment
run.

The values of the characteristic parameters obtained from the general profiles of the SDs and PMs are reported
in Table 5.
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Figure 4. The ratio (maximum amount of drug that the sample can release/sample dose of fenbendazole changes
as a function of the compositions of the samples of polymer (A) poloxamer 188 and (B) poloxamer 407.FBZ:
Fenbendazole; Mo: Total amount loaded; M∞: Maximum amount of drug that the sample can release.
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Figure 5. Fitting of the general Lumped model including all the points taken from the release profiles of the
samples evaluated as solid dispersions and physical mixtures.
FBZ: Fenbendazole; PM: Physical mixture; SD: Solid dispersion.

Table 5. Characteristic parameters and initial release rate of solid dispersions and physical mixtures.
Sample t80% (min) DE (%) MDT (min) t120 (%) RR0 (%/min)

SD 15.79 88.66 3.99 96.81 25.32

PM 42.40 77.80 10.69 91.80 9.49

DE: Dissolution efficiency at 120 min; M∞: Maximum amount of drug that the sample can release; MDT: Mean dissolution time; PM: Physical mixture; RR0: Initial release rate; SD: Solid
dispersion; t80%: Time point at 80%, referred to M∞; t120 (%): % Released at 120 min referred to M∞.

When comparing RR0, the SD samples were 2.5-times faster than the PMs. No significant influence of the
FBZ/poloxamer ratio on RR0 was found.

As indicated above, the R2 and s% values were indicative of the goodness of fit of the Lumped model.
The values of the f1 and f2 of the samples with P188 and those with P407 validated the consideration that the

profiles were represented by a general profile equation for the SD or PM samples.
Note that the profiles, as well as the characteristic parameters, have taken M∞ as a reference, not the total drug

loading in the sample. However, considering the maximum percentage of release referred to the total dose of the
drug in the sample is not complicated, since it is easy to obtain through the value of the ratio (M∞/Mo). The
general ratio (M∞/Mo) for the SD and PM samples was 0.935 ± 0.034 and 0.698 ± 0.025, respectively, regardless
of the drug/polymer ratio and the type of poloxamer.

The internal consistency of the model can be verified using the relation (a/b) that must be equal to 100.
Observing the values of a and b in Tables 2 & 4, the relation previously indicated was perfectly obeyed.

The main factor influencing the release rate of FBZ was the type of formulation (SD or PM). On the other
hand, the type of poloxamer used (P188 or P407) and the drug/polymer ratio did not affect it significantly. Finally,
Lumped’s mathematical model could become an important tool for designing pharmaceutical formulations by
evaluating the dissolution/release process of the drug in vitro, contributing to the optimal design of new systems.
The Lumped model allowed the determination of important pharmaceutical parameters (e.g., MDT, DE and RR0)
with an excellent fit of the experimental drug release data.

Conclusion
In this work, we tried to elucidate the mechanisms involved in the dissolution process of FBZ, a drug with limited
water solubility. This could help overcome the recognized problems of formulating this kind of drugs and its related
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issues as the poor bioavailability. This was verified under the experimental conditions in which the dissolution tests
of the different formulations were carried out; determining that for a time of 90 min only approximately 6% of the
pure drug was dissolved.

The equations derived from the Lumped model can help to understand the different factors that affect the
dissolution rate, as well as the variations in dissolution behavior that could influence the efficiency or the therapeutic
regimen of patients. The mathematical equations were developed to allow the quantitative interpretation of the
values obtained from the FBZ dissolution test. The main factor influencing the release rate of the drug was the type
of FBZ formulation (SD or PM), regardless of the type of poloxamer used (P188 or P407) and the drug/polymer
ratio.

FBZ SDs using P188 or P407 as a carrier represent a promising alternative to confer an apparent advantage in
solubility and dissolution rate. This would facilitate development at an early stage, to achieve a potentially scalable
optimal formulation with adequate dissolution profiles suitable for the oral route.

Future perspective
In the coming years, in vivo studies of the formulations developed would be necessary to complement the infor-
mation obtained in these studies. In this sense, future pharmacokinetic and efficacy studies would be decisive to
choose the most suitable formulation for FBZ and other similar benzimidazole carbamates, and thus, to develop
new commercially SD-based products. Additionally, the preparation of stable SDs using novel vehicles to avoid
recrystallization, together with the design to obtain adequate drug dissolution kinetics will allow satisfying the
pre-established requirements of the patient.

Summary points

• Solid dispersion (SD) technology statistically improved the dissolution rate of a biopharmaceutical classification
system class II compound as fenbendazole (FBZ).

• The equations derived from the Lumped model helped to understand the different factors that affect the
dissolution rate of the prepared formulations.

• The mathematical equations developed allowed the quantitative interpretation of the values obtained from the
FBZ dissolution test.

• The obtained correlation coefficient and standard error values showed a good fitting with the Lumped model.
• The main factor influencing the release rate of FBZ was the type of formulation (SD or physical mixture).
• The type of poloxamer used (poloxamer 188 or poloxamer 407) and the drug/polymer ratio does not significantly

affect FBZ release.
• The Lumped model allows the determination of important pharmaceutical parameters (e.g., mean dissolution

time, dissolution efficiency and initial release rate) with an excellent fit of the experimental drug release data.
• A general Lumped model equation can predict the FBZ% released by SD or physical mixture samples, irrespective

of the drug/polymer ratio and poloxamer type.
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Apéndice 3

The Impact of Solid Dispersion

on Formulation, Using Confocal

Micro Raman Spectroscopy as

Tool to Probe Distribution of

Components

Melian, M. E., Mungúıa, A. B., Faccio, R., Palma, S., Domı́nguez, L. (2018).

The impact of solid dispersion on formulation, using confocal micro Raman

spectroscopy as tool to probe distribution of components. Journal of Pharma-

ceutical Innovation, 13(1), 58-68.

173



ORIGINAL ARTICLE

The Impact of Solid Dispersion on Formulation, Using Confocal Micro
Raman Spectroscopy as Tool to Probe Distribution of Components

M. Elisa Melian1
& A. Beatriz Munguía1 & Ricardo Faccio2

& Santiago Palma3 & Laura Domínguez1

Published online: 16 December 2017
# Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2017

Abstract
Purpose Solid dispersions (SDs) of a poorly water-soluble drug were prepared, and their physicochemical properties were
compared to those of control physical mixtures (PMs). Among the multiple techniques used to characterize the solid state of
preparations, confocal micro Raman spectroscopy (CMRS) was used as a non-destructive tool to qualitatively probe content
uniformity and distribution of drug and carrier.
Methods SDs and PMs of drug (fenbendazole, FBZ) were prepared containing two different carriers (poloxamer P188 or P407)
with different drug polymer ratios. The preparations were characterized by powder X-ray diffractometry, Fourier transform
infrared spectroscopy, thermal analysis, scanning electron microscopy, and in vitro dissolution assay. In addition, CMRS tech-
nique and principal component analysis (PCA) were used in order to statistically define the content uniformity and distribution of
the drug within the polymeric matrix.
Results In vitro dissolution results exhibited a marked improvement when the drug was formulated as SD compared to control
PM and to pure drug. The solid state of these preparations characterized by X-ray powder diffraction and Fourier transform
infrared spectroscopy showed no changes in the crystalline state of the drug and no chemical interactions between the compo-
nents. Raman studies showed a better content uniformity of the drug within the polymeric matrix when subjected to SD process,
correlating with the improved dissolution profile.
Conclusion This study provides evidence of the potential of the confocal Raman imaging technique, providing a fast and
powerful method to characterize solid dispersions which could be incorporated towards the use of quality by design (QbD)
approaches in pharmaceutical development.

Keywords Confocalmicro Raman spectroscopy . Content uniformity . Solid dispersion . Dissolution rate

Introduction

The majority of failures in new drug development are
associated with poor water solubility that can lead to low
bioavailability, resulting in suboptimal drug delivery. This fact
is critical to oral administration, the most economic and
convenient route, in which the absorption of drugs in the
gastrointestinal tract depends mainly on their solubility and
permeability properties. From an estimated 40% of approved
drugs, around 90% are poorly soluble molecules, therefore,
advances in different insoluble drug delivery technologies
are attractive alternatives, including for reformulate marketed
drugs to improve efficacy (which may be of interest for the
pharmaceutical industry as it provides clinical and economic
benefits) [1]. Many techniques have been developed to
improve drug solubility and dissolution rate of drugs with
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poor water solubility as polymorphs, the amorphous form of
the drug, complexation, decreasing particle size of the drug by
milling, salt formation, liposomes, solid dispersions, etc. [2].
In particular, solid dispersions (SDs) consist of mixtures of
poorly water-soluble drugs in hydrophilic carriers which,
depending on their properties, drive the drug release profile
[3, 4]. Different processes for the manufacturing of SDs are
described as solvent and fusion methods, spray drying, co-
precipitation, co-evaporation, and freeze dying techniques.
Among melting methods, low temperature fusion is an
alternative when the API or carrier is not thermostable at high
temperature [5]. This modified technique consists in
suspending the API in a previously molten carrier, instead
of heating both drug and carrier at the same time. This
allows reducing heating time and process temperature [5].
This manufacturing process is a simple and environmen-
tally friendly non-solvent technology which is cost-
effective and can be easily scaled up for commercial
purposes [6, 7].

Dissolution enhancement of poorly water-soluble drugs in
solid dispersions can be assessed by standard dissolution tests.
In addition, other properties of SDs as physical state of the
drug, the drug-carrier interaction, the content uniformity and
distribution of components, among others must be studied to
characterize pharmaceuticals [5]. What is more, the use of
quality by design (QbD) approaches considers quality associ-
ated into a product than testing for acceptability after produc-
tion, based on the processes understood thoroughly, a concept
to be introduced in the pharmaceutical industry [8]. In this
sense, many instrumental techniques are applied to measure
these properties, as powder X-ray diffraction (PXRD) and
differential scanning calorimetry (DSC) to determine the crys-
talline state of drug; Fourier transformed infrared (FTIR) spec-
troscopy and thermal gravimetry analysis (TGA) to investi-
gate chemical stability and molecular interaction; scanning
electron microscopy or atomic force microscopy to qualita-
tively characterize the morphology of SDs, among others [9].

In this sense, the use of chemical imaging methods com-
biningmicroscopy and spectroscopy allows us to know spatial
properties of a particular compound into complex systems in a
non-destructive way, not available otherwise. Particularly,
Raman spectroscopy has been proved to be a useful tool for
identification and characterization of solid state properties of
pharmaceuticals, including SD studies [10–13]. It is a robust
and reliable method with a low limit of detection and minimal
sample preparation, with renewed interest of application in
pharmaceutical development to characterize among others,
content uniformity (composition, distribution, etc.) and chem-
ical aspects as stability [14].

Additionally, the utilization of statistical tools, like PCA,
implemented to the confocal Raman imaging technique pro-
vides a powerful and fast methodology for the data analysis
and the conclusions than can be drawn [15].

Fenbendazole (FBZ) was used in this work, as a model drug
belonging to the important class of broad-spectrum benzimid-
azole (BZ) anthelmintics, worldwide used for the prevention
and treatment of parasitic diseases, in veterinary and human
medicine, despite their low bioavailability that is hindered by
its low aqueous solubility [16]. Nevertheless, the need for new
anthelmintic drugs is a concern both for anthelmintic resistance
against commercially available drugs for a variety of nema-
todes of veterinary importance and for several parasites of
humans [17, 18]. In this sense, and as part of an ongoing re-
search project to search for new anthelmintics, we have com-
municated a series of novel valerolactam-benzimidazole hy-
brids [19, 20] that showed low solubility, similar to their com-
mercial benzimidazole precursors. Then, evenwhen the need to
develop new anthelmintic drugs is indisputable, they must be
conveniently formulated in order to maximize their availability
and efficacy. Similarly, we must also consider the enormous
potential for improving existing drugs that are still efficacious
by modification of their formulation/delivery, in order to use
existing actives more effectively [21].

In this work, solid dispersions of a poorly soluble drug
(FBZ) were prepared by a low-temperature fusion method,
using two different types of oral safe carriers, poloxamers
(polyoxyethylene-polypropylene block copolymer non-ionic
surfactants) P407 and P188 [22–24]. The formulations were
characterized in terms of solid state properties among others,
and chemical imaging was explored as a fast, powerful, and
non-destructive tool to characterize the content uniformity and
distribution of components of solid dispersions (SDs).

Materials and Methods

Chemicals

Fenbendazole (FBZ, pharmaceutical grade) was kindly donat-
ed by Laboratorio Uruguay S.A. (LUSA, Montevideo,
Uruguay). Poloxamer 188 (P188) and poloxamer 407 (P407)
were provided by BASF (Ludwigshafen, Germany). All other
reagents were of analytical grade.

Preparation of Solid Dispersions

FBZ SDs were prepared by dispersing FBZ in melted P188 or
P407 at different ratios (Table 1) in a water bath at 65 °C. The
mixtures were homogenized by stirring. The resulting homog-
enous preparations were rapidly cooled and pulverized. The
formulations were sieved to obtain a maximum particle size of
250 μm and stored in screw-capped glass vials at 8 °C.

Control physical mixtures (PMs) of FBZ and poloxamer
were prepared in order to compare the SDs against the simple
mixture of its components. PMs were prepared by manually
mixing the appropriate amount of FBZ and carrier previously
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pulverized and sieved to a maximum particle size of 250 μm
(composition detailed in Table 1).

FBZ Solubility and Dissolution Assay

Excess amounts of pure FBZ were added to 5 mL of HCl
0.1 N in hermetic tubes (by triplicate) transferred to a
thermostatic bath (Vicking Dubnoff, Argentina) at
37 °C. After 48 h, 1 mL of suspension was withdrawn
and filtered through a Millipore 0.45-μm membrane filter
and quantified by UV-visible spectrophotometry (Thermo
Evolution 300). Measurements were performed at
298.5 nm. The calibration curve of the drug follows line-
arity in the concentration range from 1.6 to 10.0 μg/mL,
with a correlation coefficient value of 0.995 and a limit of
quantification (LOQ) for FBZ of 0.23 μg/mL.

In vitro drug release studies of powered FBZ, SDs, and
PMs (equivalent to 5 mg of FBZ, SINK conditions) were
performed using USP dissolution apparatus 2 (SR6 SR11-
6-Flask Dissolution Test Station, Hanson Research),
adapted with 0.45-μm filters for sampling, at a paddle
rotation speed of 50 rpm in 900 mL of HCl 0.1 N, at
37.0 °C. Filtered samples were collected at 3, 5, 10, 15,
30, and 60 min and assayed for fenbendazole content by
UV-visible spectrophotometry at 289.5 nm. The profiles
were statistically compared using a model independent
approach by calculating the difference factor (F1) and

similarity factor (F2) among the profiles as described in
bibliography [25].

Physical-Mechanical Properties: Density,
Compressibility, and Angle of Repose

The density of the samples was determined by gently
pouring the powder into a 10 cm3 graduated cylinder.
The bulk density (BD) was calculated as the ratio between
weight (g) and volume (cm3). To determine the tap den-
sity (TD), the cylinder was tapped in vertical drop until no
measurable change in volume was noticed. The Hausner
ratio (HR) and the Carr’s Index (CI) were calculated in
order to evaluate the compressibility of the powder. The
angle of repose (α) for each mixture of powders was de-
termined by the funnel method [26].

Thermal Analysis

Thermogravimetric analysis (TGA) and differential scanning
calorimetry (DSC) curves were obtained using a Jupiter STA
449, Netzch simultaneous thermal analysis equipment. A
sample of around 5 mg was placed in sealed aluminum cruci-
bles with pierced lids. Measurements were made from 27 up
to 500 °C using a heating rate of 10 °C/min. The sensors and
the crucibles were under a constant flow of nitrogen (70 mL/
min) during the experiment. The fusion and decomposition

Table 1 Solid dispersions and
physical mixtures composition SD PM FBZ (wt.%) P188 (wt.%) SD PM FBZ (wt.%) P407 (wt.%)

SD11 PM11 5 95 SD21 PM21 5 95

SD12 PM12 10 90 SD22 PM22 10 90

SD13 PM13 25 75 SD23 PM23 25 75

SD14 PM14 50 50 SD24 PM24 50 50

Fig. 1 Dissolution profiles of
SDs and PMs containing P407,
see the BFBZ solubility and
dissolution assay^ section for
experimental details
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temperatures were taken as the extrapolated onset temperature
of the endothermic/exothermic peak.

Fourier Transform Infrared Spectroscopy

Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy was per-
formed using FTIR spectrometer IR-Prestige 21 (Shimadzu,
Japan). The formulations were characterized using KBr disks
from 4000 to 500 cm−1, at a resolution of 2 cm−1.

X-ray Powder Diffraction

X-ray powder diffraction (XRPD) was performed using a
Rigaku Ultima IV diffractometer operating in a Bragg-
Brentano geometry, with CuKα radiation measuring the
2θ = 4.00–60.00° range using 2θ steps of 0.02° with a 10-s
integration time per step. In order to estimate changes in the
crystallinity of drug and carrier, XRPD studies with internal
standard (IS) using Y2O3 (yttrium oxide) were carried out. For
this purpose, we mixed a 20% weight to weight of Y2O3 with
the SD and PM formulations. Every diffraction peak of FBZ
and P407 was normalized by the corresponding areas, in ref-
erence to the internal standard peaks. Once normalized, the
peak areas of FBZ and P407 in the SD were compared with
the corresponding peaks in the PM. FBZ and poloxamer crys-
tallinity after the SD procedure were calculated considering
the PM components as the initial crystalline state (100%).

Confocal Raman Microscopy

Confocal Raman spectroscopy was performed using a
WITec Alpha 300-RA confocal Raman spectrometer
equipment. The excitation laser wavelength corresponds
to λ=532 nm, and the power was adjusted to 45 mW to
avoid sample decomposition. Raman spectra were obtain-
ed by averaging a set of 22.500 spectra with 0.053-s in-
tegration time for each spectrum. The spectrometer oper-
ating with a grating of 600 lines/mm allowed us to obtain
a resolution of ~ 4 cm−1 in the range of 70 to 4000 cm−1.
All the images were collected at the resolution optical
limit of 300 nm.

Principal component analysis (PCA) and peak to peak in-
tensity ratio normalization, adapted from Karavas et al. [10],
were used for probing the spatial distribution of FBZ in the
samples.

Scanning Electron Microscopy

Particle morphology, size, and shape characteristics of pure
FBZ, pure P188, SDs, and PMs were examined using a scan-
ning electron microscope (ZEISS, Sigma, Germany). Samples
were attached to an adhesive conducting tape mounted on the
SEM stubs and were coated with Au before examination.

Results and Discussion

Dissolution Assays

According to FBZ solubility assay (31.3 mg/L at 48 h, HCl
0.1 N, 37 °C), we determined the amount of FBZ to be used in
the dissolution study following SINK conditions. FBZ disso-
lution profiles of pure FBZ, SDs, and PMs containing P407
are shown in Fig. 1. All SDs showed improved dissolution
rate of FBZ, compared to the corresponding control PMs
(Online Resource 1), demonstrating the utility of SD proce-
dure. The approach used to compare the dissolution profile of
each SD with its corresponding PM indicated that the curves
of SDs and PMs of equal composition were not similar
(Online Resource 2). In fact, within the first 15 min of the
dissolution assay, the amounts of FBZ dissolved from SDs
doubled those of the PMs (Table 2) both for P188 and for
P407. Nevertheless, the dissolution profiles of all SDs were

Table 2 Percentage of FBZ dissolved for each formulation within
15 min of the dissolution assay expressed as mean and standard
deviation. NQ indicates detected but not quantifiable

% FBZ dissolved (mean ± SD)

SD 15 min PM 15 min

SD11 74.8 ± 3.2 PM11 41.9 ± 1.4

SD12 68.4 ± 1.2 PM12 38.1 ± 3.1

SD13 72.4 ± 0.8 PM13 39.4 ± 1.5

SD14 71.9 ± 1.4 PM14 44.4 ± 1.4

SD21 78.4 ± 2.4 PM21 44.7 ± 1.4

SD22 69.7 ± 3.0 PM22 37.2 ± 1.2

SD23 70.5 ± 2.9 PM23 35.0 ± 0.5

SD24 73.9 ± 0.1 PM24 37.1 ± 3.2

FBZ NQ

Table 3 Physical-mechanical properties of formulations containing 95
and 50 wt.% of P407, pure FBZ, and pure P407

Physical-mechanical properties

P407
wt.%

Angle of repose
(α°)*

Carr’s
Index (CI)*

Hausner
ratio (HR)*

SD21 95 22.7 27.7 1.4

PM21 95 21.2 25.9 1.3

SD24 50 22.1 26.8 1.4

PM24 50 46.6 46.4 1.8

FEB 0 47.4 48.8 1.9

P407 100 19.5 29.8 1.4

*See the “Physical-Mechanical Properties” section for experimental
details
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similar according to de F1 and F2 calculated values, indicating
that the different carriers and the drug/carrier ratio did not
affect the release of the drug (Online Resource 2).

In previous works, we explored the use of poloxamer
as a carrier for preparing solid dispersions of albendazole
(ABZ) [27]. In that case, it was observed that the relative
ratio of the components (drug/carrier) was a key factor.
SDs with lower P188 percentage (50, 75 wt.%) seemed to
be more effective in increasing ABZ dissolution rate. A
possible explanation of these results could be that this
type of polymers can form thermoreversible gels.
However, no differences between the proportions ex-
plored were found in this study. This could be attributed
to differences in drug solubility (FBZ 0.01 mg/L; ABZ
10 mg/L, H2O, 25 °C) [28]. When DSs are dispersed in
water, carriers often dissolve or disperse rapidly due to
their hydrophilic property and form a concentrated layer
or a gel layer in some cases. If the drug is insoluble or
sparingly soluble in the concentrated layer, it can be re-
leased intact to contact with water and the dissolution

profile depends on the properties of the drug particles
(polymorphic state, particle size, drug solubility) [29]. In
this sense, we hypothesize that ABZ dissolution is
governed by the carrier’s properties, while for FBZ, the
drug which plays a central role given its lower solubility
could explain why there are no significant differences re-
garding the concentration of polymer used. In addition,
the significantly increased dissolution rate of FBZ when
poloxamers are used as carriers may be attributed to its
wettability, emulsification, and solubilization effects.

Physical-Mechanical Properties

Flow and compressibility parameters were studied as im-
portant physical-mechanical properties for the prepara-
tions of oral dosage forms. The results of the measured
angle of repose, Carr’s Index, and Hausner ratio of SDs
and PMs, particularly those containing 95 and 50 wt.%
of FBZ, are shown in Table 3. Compared to FBZ, all
preparations showed improved rheological properties

Fig. 3 FTIR spectrum of pure
FBZ, pure P407, and SD23
containing both compounds

Fig. 2 DSC and TGA thermograms of SD22, PM22, FBZ, and P407
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(Online Resource 3) and all SDs showed excellent flow
properties [26], particularly compared with the PMs,
which could be attributed to the more homogeneous dis-
tribution of FBZ within the SDs (see the BConfocal
Raman Microscopy^ section).

Physicochemical and Structural Characterization

Thermal Analysis

DSC and TGA results showed that FBZ melts with de-
composition at 210 °C (Fig. 2). DSC results confirmed the
reduction in crystallinity observed in XPRD experiments
since poloxamer-normalized melting endotherm showed a

10% reduction in terms of enthalpy (ΔHmel) when incor-
porated in SD22 as regards to the PM22.

FTIR and XRPD

From the more relevant infrared signals corresponding to pure
FBZ (3336.12; 1630.31; 742.28; 685.11 cm−1) and P188 or
P407 (2881.43; 1281.52; 1117.75 cm−1), those that were exclu-
sive signals of each component remain clearly unaltered in the
SDs and PMs collected spectra suggesting the absence of chem-
ical interactions between the components in the different for-
mulations (Fig. 3). This observation was confirmed by XRPD
where the diffractograms of SDs and PMs showed the signals
assigned to each pure component unchanged (FBZ 2theta(°) =
6.68, 11.16, 13.36; P407: 2theta(°) = 19.18, 23.36) (Fig. 4).

In fact, XRPD studies using Y2O3 as an internal standard
(100% crystalline, main signals 2theta(°) = 29.45; 34.05;
48.57) were conducted to estimate crystalline fractions of car-
rier and drug in the different preparations. Previous experi-
ments suggested that the SD process of manufacturing did
not affect FBZ crystallinity, although a slight change was de-
tected in poloxamer crystalline fraction. It is important tomen-
tion that we selected diffraction peaks of FBZ, P188/P407,
and Y2O3, which do not appreciably overlap as observed from
the diffractograms of the three pure components (Fig. 4a). The
results confirmed that there were not any significant differ-
ences neither of the crystalline structure nor the crystalline
fraction of the drug FBZ when it was formulated as SD or
PM (Fig. 4b). Nevertheless, a crystallinity reduction of around
30% for P407 was observed in the SD22 in comparison to
PM22 (Table 4), suggesting that the SD procedure affected
the crystalline order of the carrier fraction with almost no
change in the FBZ phase fraction.

SEM

SEM images of FBZ showed an irregular flat-shaped crystal-
line solid with a distribution size of 5–20 μm and a smooth
surface (Fig. 5a), while the carrier micrographs showed a

Fig. 4 a XRDP diffractograms with Y2O3 as internal standard. From
bottom to top: FBZ, P407, PM22, SD22. b XRDP diffractograms with
Y2O3 as internal standard, amplification of the FBZ peaks zone. From
bottom to top: FBZ, P407, PM22, SD22

Table 4 Crystalline fraction comparison of SD components with
respect to the PM

FBZ P407

Peak position
(degree)

SD crystalline
fractiona

Peak position
(degree)

SD crystalline
fractiona

6.60 117.0 19.30 68.3

11.20 96.2 23.20 73.8

13.40 94.9

Mean ± SD 102.7 ± 11.2 Mean ± SD 71.0 ± 3.7

a Expressed as percentage (see the BX-ray powder diffraction^ section for
experimental details)
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smooth surface spherical particles of 200–500 μm (Fig. 5b).
On the other hand, the solid dispersion (SD14) and physical
mixture (PM14) (1:1 FBZ:P407) showed a clearly different
appearance. In fact, while PM images showed acicular and flat
particles (Fig. 5c), those of the SD were rounder and homo-
geneous (Fig. 5d).

Confocal Raman Microscopy

Raman spectra of pure FBZ and P407 were collected (Fig. 6).
The 2-dimensional (2D) confocal Raman microscopy images
were obtained by getting single Raman spectra for every single
pixel of the selected images. This procedure was performed on

Fig. 5 SEM micrographs of a FBZ 2.34KX, b P188 24X, c MF14 745X, d SD14 104X

Fig. 6 Raman spectra of FBZ
(below) and P407 (above)
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SD22 and PM22 samples (FBZ 10 wt.%) at random locations
in areas of 15 × 15 μm2, with a grid of 85 × 85 points defining
the bitmap image. The mapping results were normalized in
terms of peak intensity ratios in order to avoid point-to-point
variations produced by height differences on the sample surface
[10]. The collected Raman spectra of crystalline FBZ and P407
are shown in Fig. 7. The selected signals were 1591 cm−1 for
FBZ and 866 cm−1 for P407, and the ratio was calculated as
I1591/I866. These peaks were exclusive signals of each compo-
nent and no interferences with other signals were detected at
their wavelength (Fig. 6). We proceeded with scripts prepared
in our group in order to obtain the histograms of the different
intensity ratio distributions, and presented as complementary
statistical information [30].

The SD mapping showed better content uniformity and
distribution of FBZ in comparison to the PM, although a
FBZ concentrated spot of 2–3 μm was detected (Fig. 7a).

The PM mapping showed four spots of concentrated FBZ,
with a mean size of 4 μm without any other signal indicating
FBZ distribution within the polymer matrix, demonstrating
poor homogeneity and blending between the active and the
matrix (Fig. 7b). Histograms showing the distribution of the
calculated ratios and their density in the image are also shown
in Fig. 7, on the right of their corresponding 2D mapping.
These charts correlate very well with the information giv-
en by the images. In fact, the histogram corresponding to
the SD shows a less discrete distribution than the distri-
bution of PM and a more homogeneous density. On the
other hand, the PM histogram shows just a few ratio bars,
and high-density values compared to the SD. This differ-
ence would indicate an SD image formed by pixels in-
cluding a wide range of combinations of FBZ/P407 ratios,
as opposed to a PM image formed by pixels where either
FBZ or P407 spectra domains presented signals.

Fig. 7 XY confocal Raman microscopy mapping of FBZ/P407 SD22 (a) and PM22 (b); their corresponding histograms are shown on the right. Scale
bars indicate the intensity ratio I1591/I866. All the images include the number of the grid points in X and Y axis, and the corresponding bar length
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The principal component analysis (PCA) images of the
samples were obtained by processing the same spectral data
used to calculate the normalized I1591/I866 2D confocal Raman
mapping. In the analysis of SD22, the principal component 1
(PC1) explains almost 90% of the variance within the data set.
PCA imaging allowed for the discrimination between two
groups. The first group corresponds to a zone represented in
blue, with a mean spectrum that corresponds to a mixture of
FBZ and P407, and zones with higher score values with main-
ly P407 composition (Fig. 8a). When analyzing the mapping
of the second principal component (PC2), which represents
less than 5% of the explained variance, the image discrimi-
nates a few spots of FBZ composition at higher score values
(Fig. 8b). On the other hand, in the reconstructed PM22

image, the PC1 represents also 90% of the explained variance
but its reconstructed image (Fig. 9) discriminates between
three groups: an extended zone in blue which corresponds to
pure P407, a small transition zone in sky-blue where the mean
spectra show the presence of both components, and a zone
with higher score values that represents pure FBZ. On the
other hand, in this case, PC2 did not provide different infor-
mation from PC1.

These PCA results confirm what was previously observed
with the normalized I1591/I866 2D mapping, which indicated
that the distribution of FBZ is better within the polymeric
matrix in the SD in comparison to that of the PM, which could
allow us to assure a better content uniformity. Additionally,
from the data analysis point of view, the utilization of PCA
constitutes a powerful and fast technique that does not require
further data reduction nor manipulation. This structural char-
acterization clearly explains the remarkable differences be-
tween the dissolution curves obtained for DSs and PMs, indi-
cating also that the crystalline fraction of P407/P188 is re-
duced when subjected to SD processes.

Conclusions

In this work, it was demonstrated the usefulness of Raman
chemical imaging as a fast, powerful, and non-destructive
method in pharmaceutical development.

In fact, with the aim to enhance aqueous solubility of
fenbendazole, binary solid dispersions containing two differ-
ent poloxamer carriers were prepared using a low-temperature
fusion method. In vitro dissolution results exhibited a marked
improvement when FBZ was formulated as SD. The solid
state properties of these preparations were characterized by

Fig. 8 PCA reconstructed image of SD22 considering. a PC1. b PC2. All the images include the number of the grid points in X and Y axis, and the
corresponding bar length

Fig. 9 PCA reconstructed image of PM22, considering PC1. The image
includes the number of the grid points in X and Y axis, and the
corresponding bar length
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different techniques such as X-ray powder diffraction
(XRPD), Raman confocal microscopy and Fourier transform
infrared spectroscopy, and SEM.

The most relevant contribution of structural characteriza-
tion was to probe that the crystalline fraction of P407/P188 is
reduced and FBZ is better distributed within the polymeric
matrix in the SD.

We hope that this methodology can be used in the future to
address similar materials contributing to the design of new
drug delivery systems and could be incorporated towards the
use of quality by design (QbD) approaches in pharmaceutical
development.
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Apéndice 4

Análisis del efecto del poĺımero

codisuelto en las medidas de

tamaño por dispersión dinámica

de la luz

Los siguientes estudios se realizaron en el marco del trabajo final del Curso

de Nanoqúımica para estudiantes del Programa PEDECIBA (edición 2019),

en el Laboratorio de Biomateriales del Instituto de Qúımica Biológica de la

Facultad de Ciencias (UdelaR), a cargo del Dr. Prof. Eduardo Méndez.

Se propusieron los siguientes objetivos:

Estudiar el tamaño de part́ıcula del sistema en condiciones óptimas con

el equipamiento de DLS disponible en el Laboratorio de Biomateriales

y comparar los resultados obtenidos con las medidas realizadas previa-

mente en las instalaciones de la UNC.

Estudiar la influencia del tamaño de part́ıcula del poĺımero (P188) en el

tamaño de part́ıcula medido para los nanocristales.

Se describe a continuación la metodoloǵıa empleada para alcanzar los ob-

jetivos propuestos.
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Metodoloǵıa

Medida del tamaño de part́ıcula de nanocristales de va-

lero fenbendazol

Se toma una pequeña muestra de polvo de nanocristales y se dispersan en

agua miliQ (libre de polvo). Se diluye la suspensión hasta una transparencia

adecuada para poder medir en DLS. Se realizan medidas en las siguientes con-

diciones (siguiendo los lineamientos de la normativa ISO 22412:2017 Particle

size analysis - Dynamic light scattering): 1) se acondiciona la celda de medida

con al menos 3 lavados de agua libre de part́ıculas; 2) las muestras son disper-

sadas en agua de calidad miliQ (libre de part́ıculas) y en caso de ser posible se

filtran por filtros de 0.22 µm una vez dispersas1; 3) se dispersa una punta de

espátula del sólido en 10 mL de agua libre de part́ıculas que posteriormente

se diluye 1/10 también en agua miliQ para obtener una solución ĺımpida que

permita medir en DLS. Las medidas de 2 minutos de duración se realizan em-

pleando un láser de 659 nm (por quintuplicado) a una temperatura de 25 °C,
empleando el algoritmo de CONTINN en un equipo Zeta Potential Analizer

(ZetaPlus, Brookhaven).

Medida de la influencia del poloxamer 188 en el tamaño

de los nanocristales de valero-fenbendazol

Se prepara una solución de P188 en agua miliQ (libre de polvo) que pos-

teriormente se filtrar con filtro de jeringa con una membrana de 0.22 um de

tamaño de poro para eliminar el polvo que pueda acompañar al poĺımero.

Realizar las medidas en las mismas condiciones que para los nanocristales.

Discusión y resultados

Debido a que el perfil de disolución del fármaco estará directamente relacio-

nado con su tamaño de part́ıcula, es necesario disponer de una técnica rápida

que permita conocerlo de forma reproducible para seguir el proceso de molien-

da, caracterizar el tamaño logrado luego del proceso de secado y poder realizar

1No fue posible filtrar las nanopart́ıculas dispersadas de las muestras de nanocristales,
ya que se estima que su tamaño medio ronde los 300 nm, por lo que un filtro de 0.45 µm
podŕıa eliminar parte de las part́ıculas, modificando la medida de tamaño de la población.
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seguimientos de la estabilidad de las part́ıculas obtenidas a lo largo del tiempo

(meses a años). Los nanocristales de VAL-FBZ se encuentran embebidos en

la matriz polimérica de P188, esto hace dif́ıcil la aplicación de medidas de ta-

maño de part́ıcula directas por imagen, como TEM, además de resultar poco

prácticas para el tipo de controles necesarios durante el proceso. Dispersar en

agua el polvo de nanocristales obtenido garantiza la disolución inmediata del

poĺımero (muy hidrof́ılico) dejando expuestas las part́ıculas de fármaco en el

medio acuoso, que rápidamente es saturado por el fármaco lo que enlentece la

erosión de las nanopart́ıculas e impide su disolución (la solubilidad en agua a

25 °C de VAL-FBZ es menor a 0.05 mg/L).

Las medidas de radio hidrodinámico se realizaron con la limitación de no

poder filtrar las muestras una vez redispersadas, como fuera mencionado en

la metodoloǵıa, con lo que no se puede garantizar que la muestra esté libre

del polvo que acompañe al sólido. Todas las medidas de nanocristales fueron

realizadas en las mismas condiciones, por lo que la presencia de polvo seŕıa un

error presente en todas las medidas y afectaŕıa muy poco a efectos comparati-

vos. Para evaluar si las medidas que se realizaron fueron hechas en condiciones

que garantizaran medidas estables se observaron los gráficos de correlación e

intensidad vs tiempo que proporciona el software en tiempo real. El gráfico de

correlación obtenido para la serie de medidas de nanocristales mostró la cáıda

exponencial caracteŕıstica de part́ıculas que se comportan como un coloide y

dispersan la luz (figura 4.1). Por otro lado, el gráfico de intensidad vs tiempo

no mostró ningún comportamiento que pudiera indicar agregación o decanta-

ción de las part́ıculas de la muestra, tampoco efectos de la temperatura (no se

muestra), o presencia de part́ıculas de polvo que difirieran notablemente del

tamaño de la población, lo cual indica que las medidas se realizaron en las

mejores condiciones posibles.

Las medidas de radio hidrodinámico de los nanocristales realizadas arro-

jaron un valor promedio de 384.61 nm con una desviación estándar de 6.73

nm (ver tabla de la figura 4.2 y la figura 4.3). El valor obtenido es muy si-

milar al obtenido para la muestra en el equipamiento disponible en la UNC:

370.00 nm con una desviación estándar de 4.46 nm (medidas 7 meses antes de

estos experimentos). Es probable que la diferencia que existe entre las medidas

sea debido a un efecto de agregación con el tiempo de los nanocristales en la

matriz sólida, que hemos ido corroborando desde su producción a finales de

2018, y no se deba a diferencias en la medición de los diferentes equipos, lo
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Figura 4.1: Gráfico de correlación para las medidas de radio hidrodinámico de los
nanocristales de valero-fenbendazol medido por dispersión dinámica de la luz.

ideal seŕıa haber podido medir simultáneamente en el tiempo la misma mues-

tra en los dos laboratorios. Estos valores sugieren que el uso de DLS como

aproximación para la caracterización a efectos comparativos del tamaño de los

nanocristales obtenidos redispersados en agua es una metodoloǵıa acertada,

si bien habŕıa que continuar realizando estudios de reproducibilidad, intra e

inter-laboratorio.
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Figura 4.2: Medidas de radio hidrodinámico e ı́ndice de polidispersidad de las
muestras de nanocristales de VAL-FBZ

Por otro lado, el ı́ndice de polidispersidad promedio obtenido fue de 0.250

con una desviación estándar de 0.023 (ver tabla de la figura 4.2) lo cual también

tuvo una buena correlación los valores obtenidos en la UNC: 0.261 con un

desv́ıo de 0.015. Del análisis de los ı́ndices de polidispersidad obtenidos se

desprende que la muestra es muy polidispersa, lo cual es esperable por el tipo

de metodoloǵıa empleada para su producción y además porque las muestras

no fueron pasadas por ningún tipo de tamiz que controlara el tamaño, lo cual

podŕıa realizarse si se quisiera disponer de muestras con tamaño de part́ıcula

más controlado.

Las medidas de radio hidrodinámico en DLS fueron realizadas en presen-

cia del poĺımero disuelto en el medio, por lo cual es de importancia saber si

éste posee de por śı un tamaño que pueda influir en el tamaño observado para

la población de part́ıculas de fármaco. Con este fin, se realiza la medición de

tamaño de una solución de poĺımero en una concentración aproximada a la

que encontramos en la suspensión de nanocristales. El gráfico de correlación

cuando se realiza la medida de la solución de poĺımero no muestra la curva

sigmoidea caracteŕıstica si no que presenta valores aleatorios (ver la figura 4.4),

sugiriendo que la muestra no dispersa la luz, no pudiendo asignársele un radio

hidrodinámico medible diferente de cero. Las medidas de tamaño que propor-

ciona el equipo (ver tabla de la figura 4.5) son de 0 nm, lo que comprueba que

las moléculas de poĺımero forman una solución verdadera. El hecho de que el

poĺımero no presente un radio hidrodinámico en solución no implica que no

contribuya al radio hidrodinámico de las part́ıculas de fármaco, que podŕıan

rodearse de poĺımero cuando se encuentran dispersas en el medio, pero śı pode-

mos descartar que se estén midiendo como part́ıculas las moléculas de poĺımero

en śı mismas.
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Figura 4.3: Gráfico de intensidad. Distribución de tamaños del radio hidrodinámico
medido por dispersión dinámica de la luz para las muestras de nanocristales de
valero-fenbendazol.

Conclusiones

Fue posible comparar las medidas de tamaño de los nanocristales de VAL-

FBZ realizadas en dos equipos de DLS diferentes (Córdoba y Montevideo,
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Figura 4.4: Gráfico de correlación de la muestra de poĺımero en solución.

Figura 4.5: Tabla de resultados de la medida de poloxamer 188 en solución.

en fechas cercanas) obteniendo un tamaño de la población con una media de

diámetros entre los 370-380 nm, en ambos casos. Este resultado indica que a

pesar de que el equipo de DLS no se encuentra optimizado para realizar este

191



tipo de medias, es posible tener una idea aproximada del tamaño de part́ıcula

de la población con la que se trabaja y los resultados resultan concordantes,

indicando que las medidas podŕıan ser reproducibles, aunque faltaŕıa realizar

más experimentos que lo comprueben.

Por otro lado, se comprobó que el poĺımero disuelto no tiene influencia sobre

la medida de tamaño de la población de part́ıculas de fármaco ya que por śı

solo no presenta radio hidrodinámico, al no formar una solución coloidal. Sin

embargo, no se puede descartar que el P188 se disponga de forma tal entorno

a las part́ıculas de polvo que colabore a aumentar el radio hidrodinámico de

la población.

192



Apéndice 5

Microscoṕıas de barrido

electrónico colectadas para otras

muestras

Las imágenes colectadas de NCR2 (50 % p/p de P407) y NCR3 (50 % p/p

de PVP-k30) se muestran en la figura 5.1.
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Figura 5.1: Imágenes de microscoṕıa electrónica de barrido de a. nanocristales de
PVP y fenbendazol en relación 1:1 5.63KX y b. nanocristales de P407 y fenbendazol
en relación 1:1 22.84KX.
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Nanocrystals of Novel

Valerolactam-Fenbendazole

Hybrid with Improved in vitro

Dissolution Performance

Melian, M. E., Paredes, A., Mungúıa, B., Colobbio, M., Ramos, J. C., Tei-

xeira, R., Manta, E., Palma., S, Faccio, R., Domı́nguez, L. (2020). Nanocrystals

of novel valerolactam-fenbendazole hybrid with improved in vitro dissolution
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Nanocrystals of Novel Valerolactam-Fenbendazole Hybrid with Improved
in vitro Dissolution Performance
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Abstract. Valero-fenbendazole (VAL-FBZ) is a novel hybrid compound with in vitro
anthelmintic activity, designed and synthesized to address the global problem of resistance
to anthelmintic compounds. This new molecule derives from fenbendazole (FBZ), a well-
known commercially available benzimidazole used in veterinary medicine despite its poor
water solubility. In this work, we report for the first time a strategy to solve the solubility
problems of FBZ and VAL-FBZ by means of self-dispersible nanocrystals (SDNC).
Nanocrystals were prepared by media milling followed by a spray-drying step, and a
comprehensive and exhaustive structural and physicochemical characterization was carried
out, in order to understand the systems and their behavior. The formulation poloxamer 188
(P188):FBZ 1:1 turned out with the best process yield (53%) and re-dispersability properties,
particle size average of 258 nm, and polydispersity index of 0.2 after redispersion in water.
The dissolution profile showed a markedly increased dissolution rate compared with the
simple mixture of the components (80% FBZ dissolved in 15 min from the SDNC vs 14%
from the control formulation). FTIR spectroscopy, thermal analysis, and X-Ray Powder
Diffraction (XRPD) studies showed no chemical interactions between components and an
extensive confocal Raman microscopy analysis of the formulations showed very homoge-
neous spatial distribution of components in the SDNC samples. This manufacturing process
was then successfully transferred for preparing and characterizing VAL-FBZ:P188 (1:1)
SDNC with similar results, suggesting the promising interest of a novel anthelmintic with
improved biopharmaceutical behavior. In conclusion, new FBZ and VAL-FBZ SDNC with
improved dissolution rate were successfully prepared and characterized.
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INTRODUCTION

The intensive use of anthelmintic products has led to
global resistance to all commercially available drugs with
severe consequences for livestock producing countries (1–5).
This widespread resistance also includes Uruguay, where
recent reports show an alarming tendency towards the
expansion of anthelmintic resistance (6–8). As part of a
project to search for new anthelmintic drugs, we have
communicated a series of novel valerolactam-benzimidazole
hybrid compounds, with interesting in vitro activity, but
similarly to their benzimidazole precursors, they present
extremely low water solubility (9,10).

Poor water solubility remains an important challenge for
the development of new drugs, since it can lead to poor or
erratic oral absorption and consequently to suboptimal
therapeutic performance (11). Different processes have been
designed to increase solubility, dissolution rate, and bioavail-
ability of hydrophobic active pharmaceutical ingredients
(APIs), with focus on those classified as classes II and IV in
the biopharmaceutical classification system (BCS). Some
classical formulation strategies that have been explored
include liposomes (12), micelles (13), co-crystals (14), and
cyclodextrins (15), among others.

More recently, novel nanoformulations such as nanopar-
ticles (16), solid dispersions (17), nanoemulsions (18), and
nanogels (19) have been also reported. Among all available
strategies, nanocrystals (NCs) have made a major academic
and industrial impact, since first reported (20–22). NCs are
nanoparticles composed of 100% drug, usually surrounded by
a stabilizer layer which acts as soluble link among the drug
particles, enabling its redispersion after contact with an
aqueous solvent (i.e., gastrointestinal fluids) (23–26). NCs’
key features are based on their reduced particle size, which
produces a sharp increase in the specific surface area, giving
them mucoadhesive properties, while decreasing the diffusion
layer thickness leading to an increase in the extent and rate of
drug dissolution (24,27). Nanoparticles in solution are quite
unstable because of the extra Gibbs free energy contribution
related to reducing particle size and increasing surface energy
(28). They tend to agglomerate to minimize their total energy
when formulated as liquids, but this problem can be solved by
the addition of a correct type and amount of stabilizer (29).

Nanocrystal production technologies can be classified as
top-down or bottom-up. Bottom-up processes imply the
growth of drug clusters from an atomic level (i.e., drug
dissolution in a suitable medium, followed by precipitation or
drying). Top-down approaches refer to the reduction of the
particle size of the bulk drug in order to get nanosized
particles using a mechanical method (i.e., media milling or
high-pressure homogenization) (17). Moreover, the combina-
tion of bottom-up and top-down technologies has also been
developed (30). Among the top-down techniques, the wet
bead milling is one of the most frequently used for drug
nanocrystals production (31) and is currently reported as a
high efficiency and low cost technique (32–34). The drug,

stabilizer, milling media, and solvent are stirred under
controlled temperature, allowing to obtain drug suspensions
highly uniform in particle sizes and within the sub-micrometer
range. It is interesting to note that as a part of the process of
wet bead milling, the obtained nanosuspension, properly
stabilized, could be used as a liquid formulation in the form
of injectables, oral suspensions, etc. (35). Otherwise, the
obtained nanosuspension can be dried and converted into re-
dispersible powders, being the spray-drying technique one of
the most cost-effective processes commonly used to this
purpose (25,36,37).

Recently, we have reported the manufacturing and
characterization of solid dispersions of a poorly water-
soluble drug, fenbendazole (FBZ), in order to improve its
dissolution rate, with promising results (8). This drug belongs
to the broad-spectrum benzimidazole (BZ) anthelmintic class,
worldwide used for the treatment of parasitic diseases in
human and veterinary medicine, despite their low bioavail-
ability (38–40).

In this work, we report for the first time a strategy to
overcome the solubility problems of FBZ and valero-
fenbendazole (VAL-FBZ, one of the new compounds pat-
ented by the group, Fig. 1, (41)). FBZ and VAL-FBZ NCs
were prepared by wet bead milling followed by a spray-drying
step, and a comprehensive physicochemical characterization
was carried out, including confocal Raman microscopy,
thermal analysis, X-ray powder diffraction FTIR spectros-
copy, and dissolution assays.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Fenbendazole (FBZ, pharmaceutical grade) and its
marketed suspension (MS) were kindly provided by
Laboratorio Uruguay S.A. (LUSA, Montevideo, Uruguay).
Poloxamer 188 (P188) and poloxamer 407 (P407) were
provided by BASF (Ludwigshafen, Germany). For the
milling process, Zirmil® Yttria-stabilized zirconia beads of
two different sizes (0.15–0.28 and 0.4–0.6 mm) (Saint-Gobain
ZirPro Kölh, Germany) were used. Mannitol, lactose,

Fig. 1. Fenbendazole and valero-fenbendazole structures
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hydroxypropyl methylcellulose (HPMC, METHOCEL™ E5
Premium LV), and polyvinylpyrrolidone (PVP-k30) were of
pharmaceutical grade. Valero-fenbendazole (VAL-FBZ) was
produced by the collaboration between the groups of
Medicinal Chemistry and Pharmacology from Facultad de
Química, Universidad de la República, Uruguay (DNPI, n°
14,424) (9); a brief scheme of the chemical synthesis is
described in supplementary data. All other reagents were of
analytical grade.

Methods

Preparation of FBZ and VAL-FBZ Nanosuspensions (NSs)

Drug nanosuspensions (NSs) were prepared by wet bead
milling using a NanoDisp® laboratory-scale mill (NanoDisp,
Córdoba, Argentina). The device consisted of a sealed
jacketed grinding chamber and a shaft coupled to a motor.
First, mixtures of drug and different carriers (HPMC, PVP,
Lactose, Mannitol, P407 or P188) in 1:1 ratio (Table 1) were
grounded in a mortar and ultrapure water was gradually
added up to 200 mL to form a homogeneous suspension.
Also, for P188 different NSs were prepared by decreasing the
amount of stabilizer (33, 20, and 10%). Afterwards, drug
suspensions and zirconia beads (particle size 0.5 mm or
0.1 mm) were placed in the milling chamber and processed
at approximately 1600 rpm for 2 h, according to the previous
experiences reported (42,43). Samples were taken every
30 min for particle size and polydispersity index (PDI)
evaluation.

Preparation of Self-Dispersible Nanocrystals (SDNCs)

The spray-drying process was performed on a
laboratory-scale Mini Spray-dryer Büchi B-290 (Büchi
Labortechnik AG, Switzerland) equipped with a dehumidifier
module, following an experimental set-up reported previously
(25). A two-fluid nozzle with a cap orifice diameter of 1.5 mm
was used, and the operating conditions were atomization air
(L/h), 50; aspiration (m3/h), 75%; temperature (°C), 45; and
pump (mL/min), 5.

Preparation of Drug Physical Mixtures (PMs)

Control physical mixtures of drug and carrier were
prepared in order to compare the SDNCs against the simple
mixture of its components. PMs were prepared by manually
mixing the appropriate amount of FBZ or VAL-FBZ and
carrier previously pulverized and sieved to a maximum
particle size of 250 μm.

Characterization

Process Yield Determination. Full process (FP) yield was
determined by weighting the powder obtained after the
drying step and comparing it with the weight of the starting
material (100%). These FP yield estimations help assess the
global mass loss produced during the different manufacturing
steps (e.g., product separation from the milling bed, transfers
among containers, and drying). Specifically, the drying step
yield was calculated weighting the suspensions before drying

to consider the amount of solid in it as 100% and comparing it
with the weight of dry powder obtained after the spray-drying
process.

Particle Size and Polydispersity Index (PI) Measurements

The particle size and PI values of FBZ and VAL-FBZ
nanocrystal suspensions and their corresponding redispersed
SDNCs (approximately 1 mg of SDNCs were resuspended in
5 mL of water) were determined by dynamic light scattering
(Zetasizer Nano-Zs®, Malvern Instruments, UK). Before
taking measurements, the samples were properly diluted with
deionized water in order to standardize nanocrystal
concentration.

Moisture Content

The powder moisture content was measured immediately
after the spray-drying step in a moisture analyzer with
halogen heating (OHAUS M45VR).

Scanning Electron Microscopy

Scanning electron microscopy images of pure compo-
nents, the SDNCs, and the PMs were taken by scanning
electron microscopy (SEM). Samples were attached to
adhesive conducting tape and sputtered with Au before
examination using a scanning electron microscope (ZEIZZ,
Sigma, Germany).

Confocal Raman Microscopy

Confocal Raman microscopy was performed using
WITec Alpha 300-RA confocal Raman spectrometer equip-
ment. The excitation laser wavelength corresponds to λ =
532 nm, and the power was adjusted to 45 mW to avoid
sample decomposition. Raman spectra were obtained by
averaging a set of 3.600 spectra with 0.133 s integration time
for each spectrum. The spectrometer operating with a grating
of 600 lines/mm allowed us to obtain spectrums with
resolution of ~4 cm−1 in the range of 70–4000 cm−1. All the
images were collected at the resolution optical limit of
~300 nm.

Principal component analysis (PCA) and peak to peak
intensity ratio normalization, adapted from Karavas et al.
(44), were used for analyzing the spatial distribution of FBZ
and VAL-FBZ in the samples.

X-Ray Powder Diffraction (XRPD)

X-ray powder diffraction (XRPD) was performed using
Rigaku Ultima IV diffractometer operating in a Bragg-
Brentano geometry, with CuKα (λ=1.5418 Å) radiation
measuring the 2θ = 2.00–60.00° range using 2θ steps of 0.02°
with a 10 s integration time per step.
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Thermal Analysis

Thermogravimetric (TGA) and differential scanning
calorimetry (DSC) curves were obtained using a Jupiter
STA 449, Netzch simultaneous thermal analysis equipment.
A sample of around 5 mg was placed in sealed aluminum
crucibles with pierced lids. Measurements were made from
30°C up to 300°C using a heating rate of 5°C/min. The
sensors and the crucibles were under a constant flow of
nitrogen (50 mL/min) during the experiment. The fusion
and decomposition temperatures were taken as the extrap-
olated onset temperature of the endothermic/exothermic
peak.

Fourier Transform Infrared Spectroscopy

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was
performed using FTIR spectrometer IR-Prestige 21
(Shimadzu, Japan). The formulations were characterized
using KBr disks from 4000 to 500 cm−1, at a resolution of
2 cm−1.

FBZ and VAL-FBZ Dissolution Assay

In vitro drug release studies of pure drugs, SDNCs, and
their respective PMs were performed under sink conditions
(equivalent to 5 mg of FBZ or 8 mg of VAL-FBZ,
according to saturation solubility experiments), in a USP
dissolution apparatus 2 (SR6 SR11–6-Flask Dissolution
Test Station, Hanson Research), using 900 mL of HCl
0.1 N as dissolution medium, stirred at 50 rpm and at
37.0°C. The filtered sample solutions (0.45 μm) were
collected at 3, 5, 10, 15, 30, and 60 min, filtered again
through 0.22 μm pore membranes, and analyzed for drug
content using a UV-visible spectrophotometer (Genesys
10S UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific)
at 289.5 nm and 296 nm for FBZ and VAL-FBZ,
respectively, according to our previous communication
(8). The dissolution efficiency (DE) of each formulation
was estimated at different dissolution times (5, 30 and
60 min) according to the equation described by Khan and
Rhodes (45).

FBZ and VAL-FBZ Saturation Solubility Experiments

Excess amounts of pure drug, PMs and SDNCs contain-
ing 50% of P188 (equivalent to approximately 5 mg of drug)
were dispersed in 5 mL of 0.1 N HCl (6 replicates) and stirred
at 37°C for 72 h using a shaker incubator (MRC-LM 570,
MRC Ltda). The filtered sample solutions were analyzed
using a UV-visible spectrophotometer at 296 nm after
appropriate dilution.

RESULTS

Preparation of FBZ and VAL-FBZ Nanosuspensions

Drying and FP yields, moisture content, and drug
particle size before and after the spray-drying process are

Table 1. Composition of the Prepared Fenbendazole and Valero-Fenbendazole Nanosuspensions

Formulation FBZ (g) VAL-FBZ (g) P188 (g) HPMC (g) P407 (g) PVP-k30 (g) Lactose (g) Mannitol (g) Zirconia beads size (mm)

NS1 5.0 – 5.0 – – – – – 0.5
NS2 5.0 – 2.5 – – – – – 0.5
NS3 5.0 – 1.2 – – – – – 0.5
NS4 5.0 – 0.5 – – – – – 0.5
NS5 5.0 – – 5.0 – – – – 0.5
NS6 5.0 – – – 5.0 – – – 0.5
NS7 5.0 – – – – 5.0 – – 0.5
NS8 5.0 – 2.5 – – – 2.5 – 0.5
NS9 5.0 – 2.5 – – – – 2.5 0.5
NS10 2.5 – 2.5 – – – – – 0.1
NS11 – 2.5 2.5 – – – – – 0.1

Table 2. Process Yields, Moisture Content of the SDNCs Prepared,
and FBZ and VAL-FBZ Particle Size Before and After the Spray-

Drying Process

Formulation Yield (%) Moisture
c o n t e n t
(%)

NS drug
particle size
before
drying

SDNCs
particle size
(after drying
and
redispersing)

FP Drying
step

D
(nm)

PI D (nm) PI

SDNC1 53 74 1.08 466.8 0.3 418.5 0.3
SDNC2 34 44 0.33 537.5 0.1 791.0 0.5
SDNC3 18 20 0.59 580.7 0.3 1258.3 0.3
SDNC4 15 21 1.18 540.0 0.2 2033.3 0.3
SDNC5 39 61 2.5 783.8 0.2 693.4 0.2
SDNC6 44 60 0.79 511.5 0.3 307.0 0.2
SDNC7 41 56 5.76 432.7 0.2 757.2 0.5
SDNC8 1 1 ** 521.1 0.3 612.3 0.3
SDNC9 33 39 0.89 411.5 0.2 363.9 0.2
SDNC10* 60 73 1.35 265.9 0.2 258.1 0.2
SDNC11* 63 72 2.08 215.4 0.2 217.0 0.2

*Prepared with a zirconium bed of 0.1 mm size (see experimental
section)
**Not measured
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summarized in Table 2. From the first set of FBZ SDNCs
prepared with a bead size of 0.5 mm, the spray-dried
formulation containing 50% of P188 showed the best drying
yield (74%), followed by those containing HPMC, P407 and
PVP-k30 (61, 60, and 56%, respectively).

During the 2-h milling time, particle size and IP of all the
different formulations were found to follow a decreasing
trend (Fig. 2), and submicron drug particles were obtained
with all stabilizers.

According to the mentioned results, P188 was selected
among the stabilizers used for further studies. The influence
of different amounts of polymer on the nanocrystal produc-
tion was assessed preparing FBZ nanosuspensions decreasing
the amounts of P188 (33, 20, and 10%, NS2, NS3, and NS4,
respectively). Variations in the polymer concentration did not
impact the FBZ particle size in the NS (after the milling
process), but they markedly decreased the yield of the drying
step and affected the size of the FBZ redispersed SDNCs
(after the drying step, Table 2).

Once selected the carrier and its optimal concentration
(P188 at 1:1 ratio), FBZ and VAL-FBZ SDNCs, were
prepared using a bead milling of 0.1 mm. Drying and FP
yields, moisture content, and drug particle size before and
after the spray-drying process are also summarized in Table 2.

Focusing on the final particle size of the FBZ P188 1:1
formulations (SDNC1 and SDNC10), the outcome of varying
the size of the zirconium milling bead is clear: smaller drug
nanoparticles were obtained with the 0.1-mm zirconium bead
(SDNC10) compared with the same composition formulation
prepared with a 0.5 mm bead (SDNC1).

Confocal Raman Microscopy

Raman spectra of pure FBZ, VAL-FBZ, and P188 were
collected (Fig. 3). The Raman analysis of pure components
aided in the identification of differential Raman signals, some
specific to the drugs (around 1550 cm−1), and others to the
carrier (around 841 cm−1).

The procedure to obtain two-dimensional (2D) confocal
Raman microscopy images was performed on both FBZ and
VAL-FBZ SDNCs with 50% P188 (SDNC10 and SDNC11)
and the corresponding PMs at random locations in areas of

10 × 10 um, with a grid of 60 × 60 points defining the bitmap
image. Single Raman spectra for every pixel of the selected
areas were collected. The obtained Raman mapping of both
components of each formulation are shown in Fig. 4. These
images show the high homogeneity achieved in the NCs
during the nanonization process compared with the corre-
sponding PMs.

The processing of the collected spectral data included the
generation of a normalized image in terms of peak intensity
ratios to avoid point-to-point variations produced by height
differences on the sample surface (8) and a principal
component analysis image.

In order to obtain the normalized image ofVAL-FBZSDNCs
and PM, the selected signals were 1571 cm−1 for VAL-FBZ and
841 cm−1 for P188, and the ratio was calculated as I1571/I841 (Fig. 5).
We proceeded with scripts prepared in our group to obtain the
histograms of the different intensity ratio distributions (8). The
normalized image for the VAL-FBZ SDNCs showed homoge-
neous distribution of the VAL-FBZ/P188 ratios, indicating that the
composition of the sample was very similar in each pixel of the
selected area (down to the diffraction limit of 300 nm). The

Fig. 2. a VAL-FBZ particle size (nm) and PI of the nanosuspension (NS) during the 2-h grinding process and VAL-FBZ particle size after
drying and redispersion of the SDNC. b Idem for FBZ size and PI in the NS and redispersed SDNC

Fig. 3. Raman spectra for P188, VAL-FBZ, and FBZ
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histogram shows a distribution of the density of ratios with normal-
like distribution.TheVAL-FBZPMnormalized image shows areas
where P188 predominates and others richer in VAL-FBZ.

For the FBZ SDNC10 and PM, the selected signals to
obtain the normalized image were 1591 cm−1 for FBZ and
841 cm-1 for P188, and the ratio was calculated as I1591/I841
(Fig. 6). The FBZ SDNC10 and PM normalized analysis was
analogous to that described for VAL-FBZ.

The principal component analysis (PCA) images of the
samples were obtained by processing the same spectral data
used to calculate the normalized I1591/I2878 2D confocal
Raman mapping images. In the analysis of the FBZ PM,
PCA imaging allowed us the identification of areas containing
mainly FBZ or P188 and a small zone where both compo-
nents are detected. In the FBZ SDNC10 formulation, even
though PCA detects some differences in the image, the mean
spectrum calculated is the same for the different areas,
indicating that the sample is highly homogeneous.

In the analysis of VAL-FBZ PM, the PCA reconstructed
image allowed us the identification of areas containing mainly
VAL-FBZ or P188 and a small zone where both components
are detected (Fig. 7). The PCA of the VAL-FBZ SDNCs was
not able to find statistical differences among the pixels (data
not shown).

Scanning Electron Microscopy (SEM)

VAL-FBZ formulations SEM results are shown in Fig. 8.
SEM images of VAL-FBZ showed a regular needle-shaped
crystalline solid with a distribution size of 2–20 μm and a

smooth surface, while the carrier micrographs showed smooth
surface spherical particles of 200–500 μm. On the other hand,
the VAL-FBZ SDNCs consist of spherical particles with
homogeneous diameter in the range of 2–5 μm. FBZ SEM
results are shown in supplementary data.

FTIR, XRPD, and Thermal Analysis

DSC and TGA results showed that P188 melts at 50°C
and FBZ melts with decomposition at 210°C (Fig. 9); this
makes measuring the heat of fusion above 200°C intricated.
In fact, there are no differences among the TGA thermo-
grams for the PM and SDNCs’ formulations of equal
composition, suggesting that there are no relevant interac-
tions between polymer and drug. The thermal characteriza-
tion of the VAL-FBZ and P188 formulation was analogous to
the one described for FBZ. This complementary information
is shown in supplementary data.

From the more relevant infrared signals corresponding to
pure FBZ (3336.12; 1630.31; 742.28; 685.11 cm-1) and P188
(2881.43; 1281.52; 1117.75 cm-1), those that were exclusive
signals of each component remain clearly unaltered in the
SDNCs and the respective PM collected spectra, suggesting
the absence of chemical interactions between the components
in the different formulations (Fig. 10).

This observation was confirmed by XRPD (Fig. 11)
where the diffractograms of the FBZ SDNCs and PM showed
the signals assigned to each pure component unchanged
(FBZ: 2θ(°) = 6.68, 11.16, 13.36; P407: 2theta(°) = 19.18,
23.36).

Fig. 4. Reconstructed Confocal Raman mapping images showing de active zone (red) and PMs region (blue) for a NC VALFBZ, b PM VAL-
FBZ, c NC FBZ, and d PM FBZ
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For VAL-FBZ, XRPD studies showed some changes in
the relative intensity, and the position of some of the VAL-
FBZ peaks in the VAL-FBZ SDNCs diffractogram (pure
VAL-FBZ: 2θ(°) = 4.31, 8.71, 8.84, 10.79, 12.45, 15.51),
suggesting that possible changes occur in the crystal structure
(Fig. 12).

Thus, experiments were performed by mixing pure VAL-
FBZ and water in a mortar and drying the suspension in a
heater. The analysis of this water-processed sample showed
the same XRPD pattern of VAL-FBZ SDNCs (pure VAL-

FBZ-water-processed: 2θ(°) = 4.35, 4.64, 8.72, 9.30, 11.50,
12.43, 13.56, 15.41, 16.25), suggesting that a new (or modified)
crystalline phase structure of VAL-FBZ was obtained after
the water treatment in a very reproducible way (Fig. 13).

The signals around 3300 cm−1 present in pure VAL-FBZ
and the VAL-FBZ P188 1:1 PM shifted to lower
wavenumbers after the nanomilling process (VAL-FBZ
SDNCs sample, Fig. 14). Moreover, the FTIR spectrum of
the water-processed sample showed the same FTIR shift
observed for the SDNCs’ sample (Fig. 15).

Fig. 5. XY confocal Raman microscopy mapping images of VAL-FBZ PM and SDNC; the corresponding histograms of the distribution of
VAL-FBZ/P188 ratios are shown on the right. Scale bars indicate the intensity ratio I1571/I840. All images include the number of grid points in X
and Y axis and the corresponding bar length
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The signals corresponding to P188 do not present any changes
neither in the SDNCs’ XRPD pattern nor in their FTIR spectrum
respect to the pureP188 studies, reinforcing the idea that there is no
interaction between polymer and drug, but there is a change in the
drug crystalline structure. This fact is also supported by the Raman
spectroscopy analysis, where no relevant changes were observed
for VAL-FBZ and VAL-FBZ SDNCs’ sample.

Saturation Solubility Experiments

The results of the saturation solubility experiments are
shown in Table 3. As it was reported previously for

albendazole, another compound of the benzimidazole family,
the final concentration of P188 achieved during the solubility
assay (lower than 0.1% w/v) does not affect the drug
solubility in HCl 0.1 N, at the temperature tested (25,26,46).
However, the solubility of the SDNCs’ preparation was
significantly higher than both the pure drugs and the
respective PMs.

Dissolution of FBZ and VAL-FBZ Formulations

The dissolution assays were carried out for pure drugs
(not formulated), FBZ and VAL-FBZ SDNCs’ formulations,

Fig. 6. XY confocal Raman microscopy mapping images of FBZ PM and SDNC; the corresponding histograms of the distribution of FBZ/P188
ratios are shown on the right. Scale bars indicate the intensity ratio I1591/I841. All images include the number of grid points in X and Y axis and
the corresponding bar length
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the corresponding PMs and a conventional FBZ-marketed
suspension (MS).

Dissolution profiles of VAL-FBZ, FBZ and their 1:1
poloxamer formulations are shown in Fig. 16. During the
first 15 min of the assay, the amount of pure drug could
not be quantified, while FBZ and VAL-FBZ dissolved
from SDNCs reached around 85% of the total amount of
assayed drug. The amount of drug dissolved from the
nanocrystal formulations doubled the amounts dissolved
from the PMs during the complete assay. For the
marketed suspension, scarcely 40% of the FBZ contained
was dissolved in the same period.

The profiles were statistically compared using a model
independent approach, calculating the difference factor
(F1) and the similarity factor (F2). The calculated factors
for the FBZ curves showed that all the formulations
presented different dissolution profiles (data not shown).

The dissolution efficiency (DE) of each formulation was
estimated at different dissolution times (5, 30 and 60 min) and
is summarized in Table 4. As it shows, SDNCs of both drugs
presented the highest DE for the different dissolution times
selected.

Fig. 7. Example of PCA-reconstructed image of VAL-FBZ PM considering PC1. The shown spectra were the calculated
mean spectrum of the blue colored area and red colored area

Fig. 8. SEM images for a Pure VAL-FBZ 4.00 K X, b Pure P188 24 X, c SDNC VAL-FBZ 1.00 K X, d SDNC VAL-FBZ 8.00 K X
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DISCUSSION

Preparation of SDNCs of FBZ and VAL-FBZ

The milling process was successful since all
nanosuspensions presented drug particle sizes above the
submicron range, independently of the amount or type of
stabilizer used. However, from the results of drying yields
presented in Table 2, it can be understood that the type
of stabilizer plays a major role during the spray-drying
step, for the selected drying conditions. In this work, the
drying conditions during the spray-drying process were
selected based on previous experiences of the group (25),

where it was demonstrated that these conditions are
crucial for obtaining high process yields. Further studies
could be done in order to optimize the spray-drying
operating conditions for each particular stabilizer.

Besides the influence of the type of stabilizer in the
process yield, the amount of excipient used also plays a
major role in the redispersion process. It was noticed how
decreasing the amount of P188 from 50 to 10% makes the
redispersion process less efficient. This remarks the impor-
tance of optimizing the amounts of these kinds of
stabilizers which act as soluble covers for the nanocrystals
and have a protective effect during the spraying. Higher
proportions of stabilizer may prevent irreversible aggrega-
tion of drug particles, acting as a stronger soluble links
during the drying process, protecting particles from aggre-
gating due to the high kinetic energy and shear forces that
take place during the drying step (25,47).

These findings are in line with reports by other
authors who have been able to elucidate how stabilizers
can impact stability of nanocrystals and improve drying
and redispersion performance. The use of P188 as a
stabilizer is not trivial since, in addition to promoting the
stability of the system, this polymer can increase the
dissolution rate of drugs by modifying the hydrodynamic
environment (48,49).

The results of transferring the SDNCs’ preparation
procedure optimized with FBZ to its hybrid drug VAL-
FBZ were as expected. VAL-FBZ P188 1:1 SDNCs were
obtained with the same process yields and particle size as it
was achieved for FBZ, and the redispersion behavior of
the VAL-FBZ SDNCs was analogous to those of FBZ.

Physicochemical Characterization

For FBZ, chemical interactions among the components
of the formulations were discarded since FTIR and Raman
spectroscopic studies, thermal analysis, and XRPD showed no
differences between the SDNCs and the corresponding PM
samples. In the case of the formulations containing VAL-
FBZ, it was found that some changes occur in the XRPD
pattern of the SDNCs vs the PM, accompanied by a slight

Fig. 9. Thermal analysis. a TGA analysis for FBZ:P188 formulations
and pure components. b DSC analysis for FBZ:P188 formulations
and pure components

Fig. 10. FTIR of FBZ:P188 1:1 formulations and pure components
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shift of one of the FTIR spectroscopic signals. This fact could
be attributed to some polymorphic transformation or a
possible hydrate formation during the NC formulation
process. In order to assess the effect of the NC formation
process in the crystalline structure of the original VAL-FBZ,
we evaluated the potential incorporation of water molecules
to the structure or its possible changes performing mechanical

activation in the presence of water by wet bead milling. This
hypothesis is totally aligned with the shift observed in the
signals assigned to the N-H vibrations in the FTIR spectra.
This shift could be explained in terms of hydrogen bond
formation in the new crystal lattice. It is well documented that
the formation of hydrogen bonds results in changes of the
vibrational spectra of the molecules involved where the
absorption band of the stretching mode of the X −H donor
group (being X an electronegative atom, in this case N)
displays the most prominent modifications, a shift to lower
wavenumbers, and in most cases a substantial spectral
broadening and reshaping (50).

Saturation Solubility and Dissolution Performance

The saturation solubility of the SDNCs’ preparation was
significantly higher than both the pure drugs and the
respective PMs. This phenomena of saturation solubility
being a function of particle size was already reported and
explained by Keck and Müller (2006) for compounds with
particle size below 1 mm (23), based in the Ostwald-Freudlich
and Prandtl equation.

Weak bases as benzimidazole drugs, including FBZ,
largely depend on their dissolution in the acid environment
of the stomach to later assure their absorption in the first part
of the duodenum (51,52). In terms of dissolution perfor-
mance, the SDNCs formulations doubled the amount of drug
released and dissolved compared with the respective control
PM and a commercially available FBZ conventional suspen-
sion. In this sense, SDNCs count with many advantages that
contribute to their improved dissolution rate, besides the
known positive effect of the enlarged surface area of the drug
powder. It was verified the increased saturation solubility of
both drugs when formulated as NCs, which has been
previously related to an improved dissolution velocity,

Fig. 13. XRPD for pure VAL-FBZ and VAL-FBZ after its treatment
with water

Fig. 11. XRPD. Formulations containing FBZ:P188 in the ratio 1:1
and pure components

Fig. 12. XRPD. Formulations containing VAL-FBZ:P188 in the ratio
1:1 and pure components
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explained in terms of the Noyes-Whitney equation (23).
Additionally, it has also been confirmed the beneficial effect
in dissolution rate of simply dispersing these benzimidazole
drugs in a poloxamer matrix (8) and the importance of
achieving a homogeneous distribution, proved by Raman
mapping imaging, which is crucial for ensuring a proper
wetting and redispersion of hydrophobic nanoparticles. All of
these mentioned aspects gathered in the SDNCs contribute to
the improvement of the in vitro dissolution rate of the drugs.
This last comparative parameter is proposed to be
theoretically related to in vivo data, since the absorption of
a drug is proportional to its concentration and the time it
remains in a suitable absorptive region of the gastrointestinal
tract (45) and both variables are included in the dissolution
efficiency calculation. Therefore, the higher dissolution effi-
ciency values achieved with the SDNCs result encouraging to

test the new formulations in vivo, since the enhance in
bioavailability of benzimidazole drugs is strongly related to
an increase in their efficacy (53,54).

CONCLUSIONS

Self-dispersible FBZ nanocrystals with markedly im-
proved dissolution profiles were successfully obtained by a
relatively simple process that included wet bead milling
followed by a spray-drying step. Different stabilizers were
tested and P188 was selected as the best excipient to assist
during the drying process. Furthermore, results suggested the
importance of the bead milling size in determining the
suspension drug particle size which appears to be not
influenced by either the stabilizer type or amount. The
technology applied to FBZ was successfully transferred to
produce self-dispersible VAL-FBZ nanocrystals, a new prom-
ising compound with in vitro anthelmintic activity, improving
the in vitro dissolution performance of both drugs which
suggests the potential of the process to be adapted to
different compounds. The exhaustive characterization of the
final products was critical in order to understand the systems
and their behavior. It was possible to discard interactions
between carrier and drug; however this characterization
allowed to identify changes in the VAL-FBZ crystalline
structure after the milling process that need to be study
further in order to get a deeper understanding of the
compound crystalline behavior.

Table 3. Solubility of FBZ and VAL-FBZ Physical Mixtures (PMs)
and SDNCs Containing 50% of P188 (SDNC10 and SDNC11) in HCl

0.1 N at 37°C

Pure drug PM SDNCs

FBZ (mg.L−1) 36.5 ± 1.9 33.2 ± 2.5 45.3 ± 1.1
VAL-FBZ (mg.L−1) 173.5 ± 19.9 201.5 ± 27.1 325.9 ± 48.2Fig. 15. FTIR of VAL-FBZ:P188 1:1 formulations and pure

components

Fig. 14. FTIR of VAL-FBZ:P188 1:1 formulations and pure components
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Table 4. Dissolution Efficiency (DE) of the FBZ and VAL-FBZ Formulations at Different Dissolution Times

DE% 5 min SD DE% 30 min SD DE% 60 min SD

FBZ 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6 0.4
FBZ-marketed suspension 3.7 2.1 35.7 3.7 53.9 5.8
SDNC10 (FBZ) 60.6 1.1 89.7 1.4 92.1 2.9
PM FBZ 13.5 0.3 37.2 1.1 46.7 1.2
VAL-FBZ 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
SDNC11 (VAL-FBZ) 50.7 1.5 79.4 2.2 85.4 3.9
PM VAL-FBZ 2.6 0.8 13.9 0.9 21.0 1.0

Fig. 16. a Dissolution profile of VAL-FBZ SDNC and PM. VAL-FBZ was not quantifiable
during the assay of the pure drug. b Dissolution profile of FBZ and SDNC, the
corresponding PM, the FBZ-marketed suspension, and pure FBZ
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A B S T R A C T   

Benzimidazole methylcarbamate anthelmintics, including fenbendazole (FBZ), have only limited water solubility 
and small differences in drug solubility may have a major influence on their absorption, pharmacokinetic 
behavior and anthelmintic efficacy. To improve FBZ water solubility and dissolution rate, novel self-dispersible 
nanocrystals (SDNCs) of FBZ were recently described. In this work, the pharmacokinetic behavior of the SDNCs 
of FBZ and Poloxamer 188 was compared against a physical mixture (PM) of its components. The experiment was 
conducted following a crossover design with two different experimental phases. In phase I, sheep were treated 
with the SDNC (n = 3) or the PM (n = 3) formulations by the intraruminal route at the same dose rate (5 mg/kg). 
The treatment groups were reversed after a 7-days washout period. A non-compartmental analysis of the con-
centration in plasma versus time results showed that the calculated Cmax and AUC0-T were significantly higher (p 
< 0.05) for FBZ and its metabolites after the SDNC treatment compared to the PM (for FBZ: Cmax 0.346 μg/mL 
and AUC0-T 10.1 μg.h/mL after the SDNC vs Cmax 0.157 μg/mL and AUC0-T 5.1 μg.h/mL after the PM treatment). 
Additionally, population pharmacokinetic parameters of FBZ were estimated for the first time in sheep. In 
conclusion, the formulation of FBZ as SDNCs is a promising approach to improve FBZ dissolution reaching a 
higher drug plasma exposure in ruminants.   

1. Introduction 

Gastrointestinal nematode infections are one of the main challenges 
in small ruminant farming, causing significant health problems which 
result in serious morbidities and consequently constant economic losses 
(Charlier et al., 2020; Charlier et al., 2014; Kaplan and Vidyashankar, 
2012; Torres-Acosta et al., 2012). Chemotherapy is still the main tool to 
control these infections today, but the misuse and abuse of anthelmintic 
drugs has rapidly led to the development of widespread parasitic 

resistance throughout the world (Jabbar et al., 2006; Papadopoulos, 
2008; Rose et al., 2015). 

Despite the worldwide phenomenon of resistance to marketed an-
thelmintics and although some alternative approaches have been 
recognized to control gastrointestinal nematodes such as vaccines or 
biological control of infected ruminants resistant to parasites (Hewitson 
and Maizels, 2014; Waller, 2006; Waller, 2003; Zhan et al., 2014), 
chemotherapy remains today as the most widely available strategy. 
Moreover, it will probably continue to be the main strategy used in the 
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near future, integrated with the novel treatments mentioned (Hennessy, 
1997). However, since the first reports of parasitic resistance, the 
development of new classes of anthelmintic drugs, with new mecha-
nisms of action, has been scarce and immediately followed by reports of 
parasite resistance (Fleming et al., 2006; Kaminsky et al., 2011; Mederos 
et al., 2016; Mederos et al., 2014; Van den Brom et al., 2015). 

In this scenario, a more efficient use of the existing active ingredients 
is mandatory to sustain the efficacy of parasite treatments. In this sense, 
re-formulating poorly water-soluble anthelmintic drugs, using innova-
tive delivery systems, is a necessary approach to maximize dissolution of 
commercial drugs and preserve their efficacy (Hennessy, 1997; Lanusse 
et al., 2014). Optimizing the drug formulation and therefore its 
bioavailability may improve its efficacy against parasite resistant 
strains, since drug concentration and exposure time may be enhanced at 
the parasite location (Alvarez et al., 2012; Lanusse et al., 2014). 

The application of nanotechnology has been recently introduced into 
medicine, including veterinary, showing a great progress in recent years, 
where a growth trend predicts that more products will be commercially 
available over time (Chariou et al., 2020; Meena et al., 2018; Under-
wood and Van Eps, 2012). Among the strategies used to enhance the 
dissolution rate of poorly soluble drugs, the formulation of nanocrystals 
(NCs) has become one of the most preferred techniques due to its flex-
ibility, scalability and high drug loading capacity, which is reflected in 
the fact that more than 20 products are already available on the market 
(Mohammad et al., 2019). These formulations consist of solid nano-sized 
drug particles with crystalline properties that are normally obtained in 
suspension (nanosuspensions) or in the form of solid self-dispersible 
nanocrystals (SDNC) (Paredes et al., 2016; Van Eerdenbrugh et al., 
2008). One of the main benefits of formulating crystalline drugs as NCs 
results from the increased in specific surface produced by the decrease in 
particle size, which impacts directly on drug dissolution rate and satu-
ration solubility, along with an increased in its mucoadhesiveness 
(Kesisoglou et al., 2007). In this sense, the oral administration of poorly 
soluble drug NCs presents many advantages such as improved absorp-
tion, rapid action onset and reduced intersubject variability (Shegokar 
and Müller, 2010). The use of NCs-based formulations in the veterinary 
field has shown to be an effective approach, increasing the bioavail-
ability and therapeutic response of benzimidazole methylcarbamate 
(BZM) anthelmintic drugs (Paredes et al., 2018a; Paredes et al., 2020; 
Paredes et al., 2018b; Pensel et al., 2018). 

Fenbendazole (FBZ) belongs to the broad-spectrum anthelmintic 
family of the BZM and is worldwide used for the treatment of nematode 
infections in ruminants. Within the Biopharmaceutical Classification 
System, FBZ is classified as a class II drug (low solubility/high perme-
ability), which means that the in vivo dissolution rate has a major impact 
on its oral bioavailability (Campbell, 1990; Lanusse and Prichard, 
1993). Crucially, an increase in the dissolution rate of such drugs may 
lead to an enhanced bioavailability and, consequently, to an increased 
therapeutic efficacy (Alvarez et al., 1999; Lanusse et al., 1993; Pensel 
et al., 2018; Pensel et al., 2015). In this sense, it was previously 
communicated the preparation and characterization of FBZ self- 
dispersible nanocrystals (FBZ SDNC) with enhanced in vitro dissolution 
performance (Melian et al., 2020). However, the pharmacokinetic per-
formance of this novel formulation, and of NCs in general in ruminants 
still remains unexplored. 

In this work, the comparative plasma pharmacokinetic behavior of 
FBZ (and its metabolites) intraruminally (i.r.) administered to sheep as 
either an SDNC or a PM formulation was assessed for the first time. A 
parent-metabolite joint population pharmacokinetic (PopPK) model was 
developed to characterize the absorption and disposition of FBZ and its 
active metabolite fenbendazole sulfoxide (FBZ-SO) in sheep, focusing on 
quantifying the effect of SDNC formulation on systemic drug exposure. 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

FBZ and flubendazole (FLU) of pharmaceutical grade were kindly 
provided by Laboratorio Uruguay S.A. (LUSA, Montevideo, Uruguay). 
Poloxamer 188 (P188) was provided by BASF (Ludwigshafen, Ger-
many). Pure reference standards of FBZ-SO and fenbendazole sulphone 
(FBZ-SO2) were synthesized and purify in-house according to Soria- 
Arteche et al., 2005, with minor modifications (Soria-Arteche et al., 
2005). HPLC grade solvents (acetonitrile and methanol) were bought 
from Baker, Mallinckrodt (Baker, 119 Phillipsburg, 120 USA). 

2.2. Methods 

2.2.1. Preparation of SDNCs of FBZ and in vitro dissolution assay 
The methodology of preparation of the SDNCs was already reported 

in a previous work along with the formulations characterization (Melian 
et al., 2020). Briefly, the preparation of the FBZ SDNCs used in this work 
included a step for reducing FBZ particle size by wet bead milling using a 
NanoDisp® laboratory-scale mill (NanoDisp, Córdoba, Argentina) fol-
lowed by spray-drying. The FBZ SDNC formulation selected to use in the 
in vivo studies consisted of FBZ and P188, as a stabilizer, in 1:1 
proportion. 

A control consisting of a physical mixture (PM) of the components of 
the SDNCs (FBZ and P188 in 1:1 proportion) was prepared by manually 
mixing the materials in a mortar. 

The dissolution tests performed for the pure drug, FBZ SDNC and the 
corresponding PM were under SINK conditions (equivalent to 5 mg of 
FBZ), in a USP dissolution apparatus 2 (SR6 SR11–6-Flask Dissolution 
Test Station, Hanson Research), using 900 mL of HCl 0.1 N as dissolution 
medium, stirred at 50 rpm (37.0 ◦C). The filtered (0.45 μm) were 
collected at 3, 5, 10, 15, 30 and 60 min, filtered again through 0.22 μm 
pore membranes and analyzed for drug content using a UV–visible 
spectrophotometer (Genesys 10S UV–Vis Spectrophotometer, Thermo 
Scientific) at 289.5 nm. 

2.2.2. In vivo pharmacokinetic study 

2.2.2.1. Experimental animals. Six (6) parasite-free Corriedale male 
sheep (average weight: 21.0 ± 2.3 kg) were used in this experiment. 
During the experiment and for 20 days before, animals were kept in-
doors, fed with a commercial balanced concentrate diet and supplied 
with water ad libitum. 

Animal procedures and management protocols were approved by the 
Ethics Committee according to the Animal Welfare Policy (act 087/02) 
of the Faculty of Veterinary Medicine, Universidad Nacional del Centro 
de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA), Tandil, Argentina 
(http://www.vet.unicen.edu.ar). 

2.2.2.2. Experimental design, treatment and sampling. The study was 
conducted following a single-dose, 2-period, 2-sequence, 2-treatment 
crossover design in 6 parasite-free Corridale male sheep. Animals were 
randomly assigned to a treatment administration sequence, receiving 5 
mg/kg of both FBZ SDNC and FBZ PM 2 % w/v suspensions by the i.r. 
route separated by a washout period of 7 days. The 2 % w/v formulation 
suspensions were prepared in situ, right before the administration by 
adding the proper amount of water to the previously weighted solid 
formulation and agitating vigorously by 5 min. 

Blood was collected prior to treatment and at 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 
24, 28, 32, 48, 60 and 72 h post-treatment. Immediately after collection, 
plasma was separated by centrifugation at 3000 xg for 15 min. Plasma 
samples were placed into plastic vials and stored at − 20 ◦C until HPLC 
analysis. 
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2.2.2.3. Plasma samples extraction. Plasma samples (1 mL) were spiked 
with 20 μL of FLU (stock solution 26 μg/mL) as internal standard. FBZ 
and its metabolites were extracted by solid-phase extraction using 
disposable cartridges (Strata C18-T, Phenomenex, CA, USA) previously 
conditioned with 1 mL of methanol, followed by 1 mL of ultrapure 
water. All samples were injected into cartridges and then sequentially 
washed with 1 mL of ultrapure water and eluted with 2 mL of HPLC 
grade methanol. The eluent was evaporated to dryness at 40 ◦C under N2 
flow (TurboVap LV Evaporator, Zymark), then reconstituted with 250 μL 
of methanol and analyzed by HPLC. 

2.2.2.4. HPLC analysis. The liquid chromatography analysis was per-
formed using a Shimadzu LC-20AT HPLC System (Kyoto, Japan), with 
loop of injection of 50 μL, an auto sampler (SIL-10AF Schimadzu, Kyoto, 
Japan) and a UV-VIS detector (SPD-10A, Shimadzu, Kyoto, Japan). Data 
and chromatograms were collected and analyzed using the Class LC10 
software (SPD-10A, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). A reverse 
phase C18 separation column was used (Zorbax Eclipse XBD, Agilent, 
4.6 mm × 150 mm, 5 μm) with detection at 289 nm. A mobile phase with 
a mixture of acetic acid (0.5 % v/v)-acetonitrile (80:20), at a flow rate of 
1 mL/min was used to elute the analytes at 35 ◦C. Initial condition 
(80:20) was maintained for 3 min, then changed in 7 min to 30:70, 
modified to 80:20 in 2 min, and finally maintained for 3 min. The 
retention times under these chromatographic conditions were: 8.9, 10.9, 
11,7 and 12,9 min for FBZ-SO, FBZ-SO2, FLU and FBZ respectively. 

A calibration curve was performed by mean of spiked plasma with 
known concentrations of pure standards of FBZ and its metabolites 
(fortified samples). The range of calibration curves was between 0.05 
and 1.00 μg/mL. This showed good linearity with correlation co-
efficients greater than 0.999. Recovery of the three molecules under 
study was estimated by comparison of the peak areas from spiked 
plasma, resulting from direct injections of standards in methanol. The 
absolute recovery for FBZ-SO, FBZ-SO2, FLU and FBZ ranged between 
77 and 91 % with coefficients of variation (CV) ≤ 6 %. The limit of 
quantification was defined as the lowest measured concentration of the 
calibration curve with a CV < 20 %, accuracy of ±20 % and absolute 
recovery ≥ 70 %. The statistical analysis was performed using GraphPad 
Prism version 9.0.2 for Windows (GraphPad Software, San Diego, Cali-
fornia USA). 

2.2.2.5. Population pharmacokinetics modeling. A nonlinear mixed- 
effects model was developed to characterize the pharmacokinetics of 
FBZ and FBZ-SO in blood plasma with a population approach and to 
assess the formulation effect on drug bioavailability and disposition. 
Parameter estimation was conducted in the MonolixSuite® 2019 R2 
(Lixoft, SimulationsPlus) using the Stochastic Approximation Expecta-
tion Maximization (SAEM) algorithm (Savic et al., 2011). A simulta-
neous parent-metabolite fit was performed during model building to 
reach the base model, given that rich data was collected for both com-
pounds. FBZ-SO2 was not considered in this analysis given its null 
contribution to the pharmacodynamic outcome. Model development 
was guided with both metrics and graphical diagnostics. The Akaike 
Information Criterion (AIC) was used as the main metric to assess the 
overall fit weighting by the complexity of the model and thus following 
the principle of parsimony. Uncertainty in parameter estimation and 
biological plausibility of typical pharmacokinetic parameter estimates 
for the parent drug and the metabolite were also considered to guide the 
analysis. Goodness of fit plots based on parameter estimates such as the 
distribution of individual weighted residuals (IWRES) and the popula-
tion weighted residuals (PWRES), IWRES and PWRES versus concen-
tration and versus time plots, observation versus individual and 
population predictions, and correlation of random effects were evalu-
ated. Finally, the Visual Predictive Check (VPC) was implemented as a 
key simulation-based diagnostic plot (Mo and Savic, 2007). 

One- and two-compartment pharmacokinetic models were evaluated 

to describe FBZ and FBZ-SO disposition. All quantified drug transference 
processes were assumed to follow first-order kinetics. To ensure 
parameter identifiability, the fraction of metabolized FBZ leading to 
FBZ-SO was assumed to be 1. Different models were evaluated to 
characterize FBZ oral absorption: immediate zero-order absorption; 
immediate first-order absorption; lagged first-order absorption; and 
transit model absorption. Between-subject variability (BSV) and be-
tween occasion variability (BOV) were assessed in all pharmacokinetic 
parameters assuming a log-normal distribution in the random effects (i. 
e., the discrepancies between the individual and the population esti-
mate), as described below: 

θi = θpop∙eηi (1)  

where θi is the parameter estimate for the i-th subject, θpop the typical 
value for the population and ηi the subject discrepancy from θ assumed 
to be normally distributed with mean zero and variance ω2. BSV and 
BOV were expressed as coefficient of variation (CV), estimated from the 
respective variance as: 

CV = 100
̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅̅
eω2

− 1
√

(2) 

The effect of body weight on pharmacokinetic disposition parame-
ters was included at the beginning of the analysis according to the 
allometric model. Hence, the population estimates (θpop) for the elimi-
nation clearance (CL) and the volume of distribution (Vd) of both FBZ 
and FBZ-SO were parametrized as follows: 

θpop = θpop20∙(WTi

20

)
b (3)  

being θpop20 the typical estimate for a 20 kg animal, WTi the individual 
bodyweight and b the allometrics scaling parameter, which was fixed to 
0.75 and 1 for CL and Vd, respectively. 

Residual variability was described for both compounds using a 
combined error model: 

Yij = Cij
(
1+ e, propij

)
+ e, addij (4) 

Where Yij stands for the observed concentration and Cijdenotes the 
predicted concentration for the i-th subject at time j. Residual error for 
each observation has therefore an additive (e,addij) and a proportional 
(e,propij) component which are normally distributed with mean of 0 and 
variances σadd

2 and σprop
2, respectively. 

Once the base model was defined, the formulation effect on phar-
macokinetic population parameters was evaluated using the following 
parametrization: 

θSDNC = θPM∙eβSDNC (5)  

being θSDNCand θPM the parameter estimates for the FBZ SDNC and PM 
formulations, respectively, and βSDNC the formulation effect linked to the 
SDNC formulation (fixed to 1 for the PM formulation). To assess the 
statistical significance of a formulation effect on a given parameter, the 
fit improvement measured with the objective function value (OFV) 
provided by Monolix was considered. This metric corresponds to the 
twice negative logarithm of the log-likelihood function. Assuming a chi- 
squared distribution for the difference in OFV, a single covariate effect 
was regarded significant (P < 0.05) when the OFV was reduced in at 
least 3.84 units (log-likelihood ratio test). In addition, the significance in 
the magnitude of each covariate effect (βSDNC) was assessed through a 
Wald Test. Significant covariate-parameter relationships were kept and 
included in a full model. Then, these effects were evaluated again by 
backward deletion, confirming the significance of each formulation- 
parameter relationship when an increase in the OFV of at least 10.9 
units (P < 0.01) was observed after its removal from the full model. The 
final model was re-evaluated using goodness-of-fit plots and other 
relevant metrics, as mentioned above. 
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3. Results 

3.1. In vitro dissolution performance of FBZ formulations 

FBZ SDNC formulation containing 50 % of P188 was selected to be 
evaluated in vivo among other FBZ formulations reported in previous 
works since it presented an excellent in vitro dissolution performance 
and the highest formulation process yields (Melian et al., 2018; Melian 
et al., 2020). This formulation presented a FBZ mean particle size of 266 
nm and was successfully obtained by a relatively simple wet bead 
milling process followed by a spray-drying step. The in vitro dissolution 
profiles of the FBZ SDNCs, its corresponding PM and pure FBZ are 
depicted in Fig. 1. This figure shows how, during the first 15 min of the 
assay, the amount of drug dissolved from pure FBZ could not be quan-
tified, while FBZ dissolved from the SDNCs reached around 85 % of the 
total amount of assayed drug. Furthermore, the amount of drug dis-
solved from the SDNCs was significantly higher than the amount dis-
solved from the PM during the complete assay. FBZ SDNCs presented 
higher values of dissolution efficiency (DE) compared to the PM (data 
not shown) (Melian et al., 2020) for the different dissolution times 
evaluated (5, 30 and 60 min). For the SDNCs the DE was estimated in 61 
% during the first 5 min of the dissolution assay and 92 % at 60 min, 
while for the PM the DE values were 14 % and 47 %, respectively. 

3.2. In vivo pharmacokinetic study 

FBZ is extensively metabolized in the ruminant host. FBZ main 
metabolite, FBZ-SO, retains anthelmintic activity and is also a 
commercialized compound. The comparative mean plasma concentra-
tion profiles of FBZ (a), FBZ-SO (b) and FBZ-SO2 (c) quantified after the 
i.r. administration of FBZ in the form of a SDNC or PM suspensions are 
depicted in Fig. 2. For both experimental groups (SDNC or PM), FBZ-SO 
was the main analyte recovered in plasma, followed by the parent drug 
(FBZ) and finally the inactive sulphone metabolite (FBZ-SO2) was 
quantified in lower concentrations. 

The results of mean pharmacokinetics metrics after performing a 
non-compartmental analysis of the data for FBZ and FBZ-SO are shown 
in Table 1. The estimated AUC0-T and Cmax were statistically higher (p ˂  
0.05) for the SDNC compared to the PM formulation. Both FBZ and FBZ- 
SO reach a peak concentration significantly earlier (p < 0.05) when FBZ 
was administered as SDNC compared to the PM formulation. 

The plasma pharmacokinetic behavior of FBZ and FBZ-SO was best 
described by a one-compartment disposition model, parametrized with 
the apparent volume of distribution (Vd) and the elimination clearance 

(CL). FBZ absorption was characterized by first-order kinetics (ka) with 
a lag time (Tlag). BSV was estimated for FBZ Vd and CL, while a sig-
nificant BOV was quantified in the absorption parameters ka, Tlag and 
the extent of FBZ absorbed (F). All parameters were estimated with 
acceptable precision. Parameter estimates are shown in Table 2. A VPC 
stratified by formulation is included in Fig. 3 to illustrate the goodness of 
fit. 

Formulation differences were found to be significant in FBZ 
bioavailability and lag time. In fact, the bioavailability achieved by FBZ 
SDNC was found to be 1.92 times higher than after the FBZ PM formu-
lation, and the lag time was significantly lower (0.54 versus 3.3 h). 

4. Discussion 

As it was discussed in Melian et al. (2020), the SDNCs presented 
many advantages that contributed to their improved dissolution rate: 
the enlarged surface area produced by the nanometrization process, an 
increased saturation solubility of the drug and a highly homogeneous 
distribution of FBZ in the polymeric matrix, corroborated by Confocal 
Raman Microscopy. The results obtained in the pharmacokinetic study 
correlate with the in vitro dissolution profiles obtained and the DE values 
estimated. The DE parameter obtained from in vitro data is theoretically 
related to in vivo data, since it reflects the amount of drug that persist 
dissolved during a certain period of the dissolution assay (Khan and Ka, 
1975). In this sense, the absorption of a drug is proportional to its 
concentration and the time it remains dissolved in a certain region of the 
gastrointestinal tract, both variables included in the DE calculation. The 
results demonstrate an improved absorption of FBZ after the adminis-
tration of the SDNC-based formulation. In addition, disposition param-
eters of both FBZ and FBZ-SO were not affected by the formulation. The 
pharmacokinetic population model allowed the estimation of the ab-
sorption half-life for FBZ (18.6 h) and elimination half-lives for FBZ (2.8 
h) and FBZ-SO (4.3 h). The relatively faster disposition process of FBZ in 
contrast to the estimated absorption rate indicates the presence of flip- 
flop pharmacokinetics after oral administration in sheep, a phenome-
non previously observed in studies assessing FBZ exposure after oral and 
intravenous administration in pigs and alpacas (Lakritz et al., 2015; 
Petersen and Friis, 2000). Both studies reported an increase in the mean 
terminal FBZ half-live after oral administration: 2.59 to 8.38 h in pigs; 
and 5.9 to 23 h in alpacas. In accordance with these estimations, the 
decline in both FBZ and FBZ-SO concentrations at the terminal phase of 
the concentration versus time curve in sheep would be mainly driven by 
FBZ absorption rate. This behavior could be explained by a limited in 
vivo drug dissolution rate at the gastrointestinal tract. However, the 
magnitude of the absorption half-life estimated in this study (18.6 h) 
plus the fact that no formulation-related differences were found in this 
aspect, suggest the presence of other processes taking place at a pre- 
systemic level. Enteric reabsorption has been previously demonstrated 
for both FBZ and FBZ-SO (Hennessy et al., 1993). In addition, the 
metabolic conversion of FBZ to FBZ-SO is reversible by reductive 
metabolism within the rumen of sheep and cattle (Lakritz et al., 2015). 
Taken together, the enterohepatic cycling of FBZ-SO, produced in a 
higher proportion by pre-systemic metabolism after oral administration, 
and its conversion to FBZ, could lead to a sustained input of the latter to 
the systemic circulation. This effect might be masking formulation- 
related differences in FBZ in vivo dissolution rate, only evidenced in 
the lower lag time of the SNDC formulation. Nonetheless, the higher 
extent of absorbed FBZ shown by this formulation is likely achieved by a 
more efficient in vivo dissolution profile. 

As previously mentioned, BZMs as FBZ are potent anthelmintic 
molecules with very low water-solubility. This limitation affects directly 
their dissolution and absorption process in both monogastric and 
ruminant organisms and, consequently, restrains their systemic 
bioavailability and clinical efficacy, contributing to the resistance phe-
nomena (Lanusse and Prichard, 1993). Even though, several techno-
logical approaches have been developed to increase the bioavailability 

Fig. 1. Dissolution profile of fenbendazole self-dispersible nanocrystals (FBZ 
SDNC), physical mixture (PM) and pure fenbendazole (FBZ). FBZ was not 
quantifiable during the assay of the pure drug before 60 min. 
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of poorly water-soluble drugs in monogastric organisms by improving 
aqueous drug solubility and in vitro dissolution, these approaches may 
not necessarily ensure improved drug bioavailability in ruminants. For 
instance, the use of cyclodextrins, which results successful to increase 
BZM bioavailability in monogastric organisms such as mice, may not be 
an optimal formulation for ruminants due to cyclodextrin ruminal 
degradation (Ceballos et al., 2012). For the SDNC preparation, the 
dissolution improvement correlates with an enhanced plasma drug 
exposure, confirming the potential of nanotechnology applications on 
the rational delivery of therapeutic compounds with limitations of 
aqueous solubility. 

Even though work has been done in order to look for alternative 
pharmaceutical strategies to improve the systemic availability of poorly 

Fig. 2. Fenbendazole and its metabolites plasma concentrations. Mean (±SD) plasma concentration profiles (n = 6) for a) fenbendazole (FBZ); b) fenbendazole 
sulfoxide (FBZ-SO) and c) fenbendazole sulphone (FBZ-SO2), after intraruminal administration of a 5 mg/kg FBZ dose as either fenbendazole self-dispersible 
nanocrystals (FBZ SDNC) or physical mixture (PM) suspension to sheep. 

Table 1 
Plasma pharmacokinetic metrics (mean ± SD) for FBZ and FBZ-SO, obtained 
after the intraruminal administration of FBZ (5 mg/kg, n = 6) formulated as 
SDNC or PM to sheep.  

PK METRIC FBZ FBZ-SO 

FBZ SDNC FBZ PM FBZ SDNC FBZ PM 

Cmax (μg/mL) 0.35 ± 0.15a 0.1 6 ± 0.03 0.64 ± 0.19a 0.32 ± 0.05 
Tmax (h) 8.3 ± 2.3 17.0 ± 9.4 20.3 ± 7.8 27.7 ± 10.5 
AUC0-T (μg.h/mL) 10.1 ± 2.2b 5.1 ± 0.5 25.9 ± 6.1b 13.1 ± 1.2 
T½el (h) 14.0 ± 8.2 13.1 ± 6.4 18.2 ± 6.4 17.1 ± 4.1 

Pharmacokinetic metrics with different superscript letters are statistically 
different at p < 0.05. FBZ: fenbendazole; FBZ-SO: fenbendazole sulfoxide; SDNC: 
self-dispersible nanocrystal; PM: physical mixture; Cmax: peak plasma concen-
tration; Tmax: time to the Cmax; AUC0-T: area under the plasma concentration 
vs. time curve from 0 up to the quantification time; T½el: elimination half-life 
(obtained by noncompartmental analysis of the data). 

Table 2 
FBZ and FBZ-SO population pharmacokinetic parameters.  

Parameters (unit) Final estimates (RSE %) 

ka (h− 1) 0.0373 (9.6) 
Tlag (h) 3.3 (29.2) 
Vd (L) 75.0 (22.3) 
CL (L.h− 1) 18.5 (8.7) 
Vdm (L) 43.0 (9.7) 
CLm (L.h− 1) 6.97 (7.9) 
Formulation effect on Tlag (βSDNC-Tlag) − 1.800 (25.4) 
Formulation effect on F (βSDNC-F) 0.66 (16.7) 
BSV Vd (%) 48.66 (33.5) 
BSV CL (%) 7.77 (42.7) 
BOV ka (%) 31.33 (22.7) 
BOV Tlag (%) 80.81 (23.7) 
BOV F (%) 18.24 (22.5) 
a1 (μg/mL) 0.0094 (21.3) 
b1 0.1290 (10.8) 
a2 (μg/mL) 0.0103 (8.9) 
b2 0.1180 (2.0) 

Estimates for the FBZ and FBZ-SO population pharmacokinetic parameters and 
the formulation effects on Tlag (βSDNC-Tlag) and F (βSDNC-F) are reported as mean 
(RSE %). The RSE % accounts for the estimation of uncertainty. Between-subject 
variability (BSV) and between occasion variability (BOV) are reported as coef-
ficient of variation. a1 and b1: estimates of the additive and proportional pa-
rameters of the residual error model for FBZ, respectively; a2 and b2: estimates of 
the additive and proportional parameters of the residual error model for FBZ-SO, 
respectively; FBZ: fenbendazole; FBZ-SO: fenbendazole sulfoxide; ka: FBZ first- 
order absorption rate; CL: FBZ elimination clearence for a 20 kg sheep; CLm: 
FBZ-SO elimination clearence for a 20 kg sheep; Vd: FBZ apparent volume of 
distribution for a 20 kg sheep; Vdm: FBZ-SO apparent volume of distribution for 
a 20 kg sheep; Tlag: lag time in FBZ absorption; F: FBZ bioavailability. 
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water-soluble anthelmintics for use in ruminant species, generally, these 
compounds are commercially available for veterinary use as suspensions 
for oral administration. In a previous work (Melian et al., 2020), a 
commercial suspension of FBZ was studied along with the FBZ SDNC and 
PM. In vitro dissolution tests were performed and DE estimated for the 
three formulations at different dissolution times. As proposed in this 
previous report, the higher DE values achieved with the SDNC suggested 
an enhanced drug bioavailability compared with the results of the PM, 
and, even though, the commercial suspension was not tested in vivo in 
this work, its dissolution profile and calculated DE were strongly similar 
to those obtained for the PM (Melian et al., 2020), suggesting that the in 
vivo performance of the SDNC formulation would probably be signifi-
cantly superior compared to this marketed suspension. 

It was previously demonstrated for albendazole (ABZ), another 
compound of the BZM family, that a higher systemic exposure to the 
drug, achieved with increasing doses of ABZ, was correlated with a 
significant increase in the efficacy of the drug, in lambs infected with an 
Haemonchus contortus resistant isolate (Alvarez et al., 2012). In addition, 
Barrere et al. evaluated the presence of single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) in the β-tubulin gene of H. contortus after an ABZ treatment at 
three dose rates (5, 15 and 45 mg/kg) (Barrère et al., 2012). This 
investigation corroborated a strong relation between the presence of 
SNPs at codons 167 and 200 in the isotype 1 of the β-tubulin and the 
survival of H. contortus individuals at a high doses of ABZ, showing that 
heterozygosity at both codons 167 and 200 conferred resistance with 
treatments of up to three times the recommended ABZ dose rate (Barrère 
et al., 2012). These discoveries could suggest that an increase in FBZ 
bioavailability achieved with the SDNC formulation could be promising 
for treating certain BZM resistant populations of H. contortus. 

Finally, as part of an ongoing research project to search for new 
anthelmintics, several novel valerolactam-benzimidazole hybrids com-
pounds were reported (Munguía et al., 2013; Munguía et al., 2015) with 
low water solubility as their commercial benzimidazole precursors. The 
results obtained in this work using FBZ as a drug model, encourage us to 
confirm the suitability of the SDNC formulation also for the new hybrid 
molecules in new in vivo studies. 

5. Conclusion 

It was possible to achieve a significant bioavailability enhancement 
for FBZ and its metabolites in sheep by improving the in vitro dissolution 
rate of the parent drug, formulated as a SDNC. Additionally, for the first 
time, FBZ and FBZ-SO population pharmacokinetics parameters were 
estimated in sheep. In fact, the relatively shorter elimination process of 
FBZ in contrast to its absorption suggests a flip-flop kinetics of this 
compound, therefor the ability of the formulation to achieve greater and 
longer systemic exposure of the drug could be essential in attaining a 
greater effect. 
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