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RESUMEN

La solubilidad es una propiedad fisicoquimica clave en el desarrollo farmacéutico, ya que
condiciona la biodisponibilidad y el efecto terapéutico de los farmacos. En las etapas
tempranas del descubrimiento de farmacos, la determinacion de la solubilidad resulta
especialmente critica; sin embargo, los métodos convencionales, como el matraz agitado
(shake flask), requieren grandes cantidades de compuesto y disolvente, lo que limita su
aplicacion cuando la disponibilidad de material es reducida.

En este trabajo se desarrollé y evalu6 un método miniaturizado tipo shake flask para la
determinacion de la solubilidad termodindmica de fairmacos benzimidazoélicos, compuestos
representativos con baja solubilidad. El método empled volumenes de 2 mL, condiciones
controladas de temperatura y agitacion, y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
como técnica analitica para la cuantificacion del farmaco disuelto. Asimismo, se realizaron
estudios de solubilidad termodinamica convencional y ensayos de solubilidad cinética, con
el fin de comparar su desempefio con el método miniaturizado propuesto.

Los resultados mostraron que el método miniaturizado permiti6 alcanzar la saturacion del
medio y obtener valores de solubilidad comparables con los reportados en la literatura para
mebendazol y tiabendazol, empleando cantidades significativamente menores de fairmaco y
disolvente. En el caso del albendazol, se observaron valores de solubilidad superiores a
algunos reportes bibliograficos, lo cual se atribuy6 principalmente a caracteristicas propias
del estado solido del farmaco. Por otro lado, los estudios de solubilidad cinética mostraron la
influencia del efecto de cosolvencia del DMSO, lo que limit6 su desempefio.

Todos los resultados demuestran que el método miniaturizado constituye una alternativa
eficiente y confiable para la determinacion de la solubilidad termodinamica en estudios
preliminares de caracterizacion fisicoquimica de nuevos farmacos.
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CAPITULO L. INTRODUCCION

Introduccion

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de moléculas con posible o demostrada actividad
terapéutica es un proceso indispensable para comprender su comportamiento. Una de las
propiedades de mayor interés es la solubilidad, ya que los fArmacos necesariamente deben
encontrarse en forma soluble para poder ejercer su actividad biologica.

La solubilidad es un fenémeno fisico que involucra una dispersion a nivel molecular y se
define como la cantidad maxima de sustancia que puede integrarse en un disolvente
generando una mezcla homogénea. Asimismo, la solubilidad es una propiedad
termodindmica, es decir, es un valor caracteristico de cada molécula. No obstante, puede
verse influenciada por diversos factores como la temperatura, la presion, la cristalinidad y el
pH. Esta propiedad esta directamente relacionada con la estructura molecular y se encuentra
estrechamente vinculada al coeficiente de reparto, ya que ambos parametros contribuyen a
definir si un compuesto presenta mayor afinidad por disolventes polares o no polares.

Estas caracteristicas hacen que la solubilidad no solo sea un concepto fisicoquimico de interés
teodrico, sino también un parametro clave para predecir el comportamiento de las moléculas
en sistemas bioldgicos. En particular, el conocimiento de la solubilidad permite anticipar el
potencial éxito terapéutico de un farmaco, ya que esta propiedad es considerada por el
Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB) como un indicador clave de su capacidad
de absorcion; por ello, la determinacion de la solubilidad resulta fundamental en el desarrollo
farmacéutico.

Como se ha descrito, la determinacion de la solubilidad en las fases tempranas del
descubrimiento de fArmacos es un paso fundamental para asegurar el éxito en el desarrollo
de nuevos tratamientos. La solubilidad de un farmaco influye directamente en su
biodisponibilidad, lo que determina si el compuesto alcanzara las concentraciones necesarias
en el organismo para ejercer su efecto terapéutico.

Sin embargo, las técnicas experimentales tradicionales para medir la solubilidad presentan
varias limitaciones, en particular con fairmacos de baja solubilidad. El método del matraz
agitado (shake flask), considerado el estandar de oro para medir solubilidad termodindmica,
requiere grandes cantidades de material y disolventes, lo que puede ser problematico en las
primeras etapas de descubrimiento, donde la cantidad de compuesto disponible es limitada.
Ademas, estos métodos pueden ser laboriosos y poco eficientes para compuestos clase I del
SCB que presentan escasa solubilidad acuosa (Wishart et al., 2016). También existe el desafio
de que las técnicas tradicionales pueden no ser lo suficientemente selectivas para diferenciar
entre el farmaco y posibles impurezas o productos de degradacion, lo que podria
comprometer la precision de los resultados.
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Frente a estas limitaciones, la miniaturizacion de las técnicas experimentales ha emergido
como una soluciéon prometedora. Los métodos miniaturizados no solo requieren menos
material y disolventes, sino que también permiten realizar multiples experimentos en
paralelo, agilizando la determinacion de la solubilidad. Un ejemplo de esto es el uso del
método del matraz agitado miniaturizado, combinado con deteccion por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). Este enfoque es altamente selectivo y permite detectar no
solo la concentracion del farmaco en solucion, sino también la presencia de impurezas o
productos de degradacion, asegurando resultados més confiables (Lipinski, 2016). La
capacidad del HPLC para ofrecer una lectura precisa y selectiva es especialmente util en el
manejo de compuestos poco solubles y complejos, como los farmacos clase 11 del BCS.

Otro enfoque que cominmente se emplea en los laboratorios para estimar la solubilidad de
nuevos compuestos es la determinacion de la solubilidad cinética, que si bien no representa
la solubilidad en equilibrio (termodindmico), sirve para obtener informacion rapida.

En este contexto, se propone desarrollar un método miniaturizado para determinar la
solubilidad termodindmica de farmacos benzimidazoles (farmacos de clase II del SCB)
utilizando HPLC como técnica analitica, con el objetivo de superar las limitaciones de las
técnicas tradicionales y obtener datos precisos. Ademads, se propone llevar a cabo ensayos de
solubilidad termodindmica convencional y de solubilidad cinética, con el fin de compararlos
con el desempefio del método miniaturizado termodinamico.
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CAPITULO II. MARCO TEORICO

1. Solubilidad de compuestos farmacéuticos

1.1 Definicion general de solubilidad

La solubilidad es una propiedad termodindmica que tienen los compuestos para disolverse
en un disolvente y generar una disolucion homogénea a escala molecular.
Convencionalmente se define a la solubilidad como la cantidad maxima de una sustancia que
se puede disolver completamente en una cantidad dada de disolvente a una presion,
temperatura y pH especificos (Bhattachar et al., 2006; Gupta & Devi, 2019; Konczdl &
Darg6, 2018).

Este fendmeno puede describirse en términos cuantitativos y cualitativos. Cuantitativamente
se describe como la concentracion del soluto en una disolucion saturada a una temperatura
especifica y se expresa cominmente como miligramos de soluto por mililitro de disolvente.
Mientras que, cualitativamente la solubilidad es la interaccidén espontanea de dos o mas
sustancias para formar una dispersion molecular homogénea (Vemula et al., 2010).

De acuerdo con la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) (Chemistry
IUPAC, 2018), la solubilidad se define como “la composicioén analitica de una disolucion
saturada, expresada en términos de la proporcion de un soluto designado en un disolvente
designado”. Una disolucion saturada expresa la cantidad maxima de un compuesto que se
puede disolver.

La solubilidad es un fendmeno dinamico en el que estan involucrados procesos opuestos
entre si: la disolucion y la union de fases (precipitacion). Cuando una disolucion alcanza la
saturacion se consigue un equilibrio en el que los procesos de disolucion y precipitacion se
desarrollan simultdneamente con una velocidad constante (Gupta & Devi, 2019).

Cada farmaco en su forma cristalina més estable y pura posee un solo valor veridico de
solubilidad (solubilidad intrinseca). La solubilidad intrinseca (real) depende exclusivamente
de las propiedades fisicoquimicas del compuesto y las condiciones del medio.
Desafortunadamente, la forma cristalina mas estable de los so6lidos es también la menos
soluble. A parte de la solubilidad intrinseca, los compuestos s6lidos pueden presentarse en
forma metaestable (por ejemplo, polimorfos, forma ionizada) que, a diferencia de la forma
mas estable, disponen de mayor energia y presentan mayor solubilidad (solubilidad aparente).

1.2 Importancia de la determinacion de la solubilidad de compuestos farmacéuticos

En el descubrimiento de nuevos farmacos y el desarrollo farmacéutico, la determinacion de
la solubilidad de los farmacos es crucial, ya que influye directamente en la eficacia del
tratamiento. La solubilidad de un farmaco determina su capacidad para disolverse en el medio
bioldgico y, por lo tanto, afecta su biodisponibilidad, es decir, la fraccion del farmaco que

10
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llega a la circulacion sistémica y que esta disponible para ejercer su accion terapéutica
(Savjani et al., 2012). Un farmaco de escasa solubilidad puede no alcanzar concentraciones
terapéuticas adecuadas, limitando su eficacia o requiriendo formulaciones especiales para
mejorar su absorcion (Kalepu & Nekkanti, 2015). La solubilidad estd intimamente
relacionada con el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB), que clasifica los
farmacos en cuatro clases (Figura 1) segin su solubilidad y permeabilidad (Amidon et al.,
1995). Los farmacos de clase I (alta solubilidad y alta permeabilidad) suelen absorberse bien
y presentan una buena biodisponibilidad oral. En contraste, los farmacos de clase II (baja
solubilidad y alta permeabilidad) presentan desafios, ya que aunque pueden atravesar las
membranas celulares facilmente, su baja solubilidad limita la cantidad disponible para la
absorcion (Takagi et al., 2006). Determinar la solubilidad de un nuevo farmaco es esencial
para disefar estrategias de formulacion de medicamentos que mejoren su biodisponibilidad,
como el uso de cosolventes, nanoparticulas o sistemas de liberacion modificada (Kalepu &
Nekkanti, 2015).

Sin embargo, determinar la solubilidad experimentalmente presenta varios desafios. Uno de
los problemas principales es la disponibilidad limitada de material en las primeras etapas de
desarrollo, lo que dificulta la realizacion de experimentos suficientes (Savjani et al., 2012).
Ademas, los nuevos compuestos pueden tener propiedades fisicoquimicas complejas, como
la formacién de polimorfos, lo que afecta su solubilidad de manera impredecible (D1 et al.,
2012). La presencia de impurezas o la inestabilidad del farmaco durante el proceso
experimental también puede complicar la medicidn precisa de la solubilidad (Di et al., 2012).

Sistema de clasificacion biofarmacéutica

Clase I1 Clase I

3 d Solubilidad 1 Solubilidad
g 1 Permeabilidad 1 Permeabilidad
_'_S Ej: dickfenaco, itraconazol, verapamilo Ej: diltiazem, cap toprilo, metoprolol
8 ;
= Clase IV Clase ITI
-
& d Solubilidad 1 Solubilidad

{ Permeabilidad { Permeabilidad

N . ) I
Solubilidad

Figura 1. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BSC)

Otro desafio es que la solubilidad puede depender de multiples factores inherentes a la
naturaleza quimica del compuesto, a la naturaleza del disolvente, y factores experimentales
como la temperatura, la presion, y el pH, lo que hace necesario realizar un rango amplio de
experimentos en diferentes condiciones para obtener una caracterizacion completa, esto
resulta en estudios lentos y laboriosos.

11
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1.3 Factores que determinan y afectan la solubilidad

La solubilidad, como se ha abordado previamente, es una propiedad termodinamica cuyo
valor es caracteristico de cada compuesto (solubilidad intrinseca) y estd determinado
principalmente por la naturaleza quimica de la sustancia. Sin embargo, existen diversos
factores que pueden modificar la solubilidad de un compuesto, dando lugar a valores mayores
o menores segun diferentes condiciones.

Por definicion, la solubilidad corresponde a la cantidad méaxima de soluto que puede
disolverse en un disolvente especifico, bajo condiciones constantes de presion, pH y
temperatura. En consecuencia, puede deducirse que los parametros incluidos en esta
definicién influyen directamente en el valor de la solubilidad, y su variacion puede
incrementar o disminuir la cantidad de sustancia disuelta.

A continuacidn, se detallan los factores que afectan la solubilidad:
e Naturaleza del soluto

La composicion quimica y la estructura influyen significativamente en la solubilidad (Zhang
etal., 2011). En primer lugar, la polaridad de los compuestos, que es determinada por la
estructura quimica (geometria molecular y electronegatividad) hace referencia a la
distribucion de cargas eléctricas dentro de una molécula (Figura 2). Las moléculas polares
se caracterizan por una distribucion desigual de carga, lo que da lugar a regiones de cargas
parcialmente positivas y negativas. En cambio, las moléculas no polares poseen una
distribucion uniforme de la carga eléctrica, lo que conduce a la ausencia de polaridad (Xin,
2022).

POLAR APOLAR POLAR
H @)
(l). 0=C=0 g

/ ...

X X

Figura 2. Polaridad molecular
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Esta distribucion de cargas influye directamente en diversas propiedades fisicoquimicas, ya
que los compuestos polares tienden a disolverse con mayor facilidad en disolventes polares,
como el agua, y generalmente presentan puntos de fusion y ebullicion mas elevados. En
contraste, los compuestos no polares muestran mayor solubilidad en disolventes no polares,
como aceites o solventes organicos como hexano, y suelen presentar puntos de fusion y
ebullicion considerablemente menores (Xin, 2022). En el ambito farmacéutico, los firmacos
pueden presentar naturaleza polar, como la metformina, el aciclovir o la cafeina, o naturaleza
no polar, como la dexametasona, el verapamilo o la fluoxetina, lo cual permite correlacionar
su estructura quimica con propiedades fisicoquimicas relevantes, tales como la solubilidad,
el coeficiente de reparto y el comportamiento bioldgico.

Otro factor influyente, determinado por la estructura quimica, es la presencia de grupos
ionizables. Los grupos ionizables corresponden a grupos funcionales o regiones de una
molécula capaces de ganar o perder un protén (H'), modificando su estado de carga y
convirtiéndose en especies idnicas en funcion del pH del medio (Gaohua et al., 2021). Este
fendomeno es de particular relevancia, ya que la ionizacion del compuesto provoca una
redistribucion de cargas que incrementa su polaridad y, en consecuencia, su afinidad por
disolventes polares, lo cual impacta directamente en su solubilidad.

Muchos farmacos presentan grupos ionizables y, dependiendo de si ganan o pierden protones,
se clasifican como bases (albendazol, lidocaina) o acidos (ibuprofeno, naproxeno),
respectivamente. Sin embargo, debido a que la mayoria de los farmacos son 4cidos o bases
débiles, su disociacion no ocurre al cien por ciento, sino que depende del pH del medio y del
valor de pKa de la molécula. El pKa se define como el valor de pH al cual una sustancia se
encuentra ionizada en un 50 %, y constituye una medida de la fuerza relativa de un 4cido o
una base, asi como de su tendencia a ceder o aceptar protones (Manallack, 2007). No
obstante, algunos farmacos presentan multiples grupos ionizables, por lo que poseen mas de
un valor de pKa, correspondiente a cada uno de estos grupos funcionales, como es el caso
del ciprofloxacino.

e Naturaleza del disolvente

El segundo protagonista en la solubilidad es el disolvente, el cual, al igual que el soluto,
puede clasificarse en funcion de su polaridad. Los disolventes polares se caracterizan por
presentar una distribucion desigual de su densidad electronica y pueden subdividirse en
proticos y aproticos, dependiendo de la presencia o ausencia de &tomos de hidrogeno capaces
de participar en enlaces de hidrogeno. Los disolventes préticos (como el agua, el metanol y
el etanol) y los disolventes aproticos (como la acetona, el acetonitrilo y el dimetilsulféxido)
disuelven con mayor facilidad compuestos polares, sales y sustancias susceptibles de
ionizacion (Bubalo et al., 2014). Por su parte, los disolventes no polares son aquellos que no
presentan polos o cargas eléctricas permanentes, ya sea porque su estructura carece de &tomos
altamente electronegativos o porque su geometria molecular compensa cualquier posible
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polaridad. Ejemplos de estos disolventes incluyen los hidrocarburos, como el hexano, asi
como los aceites, los cuales, debido a su naturaleza lipidica, interactian preferentemente con
compuestos no polares.

Ademas de la polaridad del disolvente, la constante dieléctrica y la fuerza idnica del medio
juegan un papel fundamental, ya que influyen directamente en las interacciones
intermoleculares que permiten o limitan la disolucioén de una sustancia.

La constante dieléctrica (€) es una medida de la capacidad de un disolvente para reducir las
fuerzas de atraccion electrostatica entre cargas opuestas (Sean, 2022). Cuando un disolvente
tiene un alta constante dieléctrica, como el agua, es mas eficiente para estabilizar especies
cargadas o polares, favoreciendo la disolucion de compuestos i6nicos o altamente polares.
Esto ocurre porque el disolvente puede rodear y estabilizar las cargas del soluto mediante
interacciones dipolo—16n o dipolo—dipolo. En contraste, disolventes con baja constante
dieléctrica, como los aceites o hidrocarburos, presentan menor capacidad para estabilizar
cargas, por lo que favorecen la solubilidad de compuestos no polares (Trento, 2023).

Por otro lado, la fuerza ionica del disolvente se refiere a la concentracion total de iones
presentes en la solucion y a sus respectivas cargas (Abdo Taher et al., 2025). La fuerza iénica
influye en la solubilidad principalmente de compuestos ionizables. Al aumentar la fuerza
16nica del medio, se modifican las interacciones electrostaticas entre el soluto y el disolvente,
lo que puede generar fendmenos como el “salting-in” o el “salting-out” (Ebrahimi et al.,
2018). En algunos casos, una mayor fuerza idnica puede incrementar la solubilidad del
farmaco al estabilizar sus especies ionizadas; sin embargo, en otros casos puede disminuirla
debido a la competencia entre los iones del medio y el soluto por las moléculas de disolvente
(Figura 3).

A Salting Salting | “wMe!nsoluble Protein

@ Soluble Protein
I

* Saltlons

Solubility

— —— — >

Salt Concentration
Figura 3. Influencia de la fuerza ionica en la solubilidad
e Estado solido del farmaco

El estado solido del farmaco es uno de los factores mas importantes que influyen en su
solubilidad, ya que determina la energia necesaria para que las moléculas abandonen la red
solida y pasen a la solucion (Aaltonen et al., 2009; Hancock & Zografi, 1997). Dentro de este
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estado solido, aspectos como la forma cristalina, el polimorfismo y el tamafio de particula
juegan un papel clave en el comportamiento de disolucion.

La forma cristalina se refiere a la manera en que las moléculas del farmaco se organizan en
el solido. En general, los sdlidos cristalinos presentan una red ordenada, por lo que
comunmente tienen una menor solubilidad en comparacion con las formas amorfas, ya que
estas poseen un mayor contenido energético y una estructura menos estable, facilitando la
interaccion con el disolvente (Hancock & Zografi, 1997; Yu, 2001).

El polimorfismo es la capacidad que tiene un farmaco para existir en mas de una forma
cristalina (Brittain, 2018). Cada polimorfo puede presentar diferentes propiedades
fisicoquimicas, como punto de fusion, estabilidad y, de manera importante, solubilidad
(Brittain, 2018; Hilfiker, 2006). Generalmente, los polimorfos mas estables
termodindmicamente tienen menor solubilidad, mientras que los polimorfos metaestables,
suelen disolverse con mayor facilidad (Aaltonen et al., 2009; Yu, 2001).

Por otro lado, el tamafio de particula influye directamente en la solubilidad aparente y en la
velocidad de disolucion del farmaco. La reduccion del tamafio de particula incrementa el area
superficial disponible para el contacto con el disolvente, lo que favorece una disolucion mas
rapida (Noyes & Whitney, 1897). En sistemas donde la solubilidad es limitada, como ocurre
con muchos farmacos poco solubles, la micronizacion o nanonizacién puede mejorar la
solubilidad del compuesto (Ding et al., 2024).

¢ Influencia de la temperatura, presion y pH del medio

La temperatura interactia de forma proporcional con la solubilidad. Tras la manipulacion de
la temperatura, se consigue cambiar la energia cinética del sistema; mientras haya mayor
energia se promueven las interacciones entre el soluto con el disolvente permitiendo una
mayor solubilidad. Con un aumento de la temperatura es posible generar disoluciones
sobresaturadas, en cambio, con bajas temperaturas se apelmazan las particulas del soluto,
cristalizan y precipitan (Vertzoni et al., 2022).

Por otro lado, la presion puede influir en la solubilidad de los compuestos; sin embargo, su
efecto es relevante principalmente en sistemas gas—liquido. La presion influye en la
solubilidad de gases disueltos en liquidos debido a su mayor capacidad para comprimirse
(Verdier & Andersen, 2005). La ley de Henry menciona que la solubilidad de los gases es
proporcional a la presion (Quiroz, 2022). El efecto de la presion en la solubilidad de
compuestos solidos y liquidos es insignificante a presiones estandar, debido a que estos
compuestos son menos compresibles que los gases (Quiroz, 2022). Para la mayoria de los
sistemas solido—liquido, como los farmacos disueltos en medios acuosos u organicos, el
efecto de la presion sobre la solubilidad es generalmente minimo y puede considerarse
despreciable en condiciones normales. No obstante, bajo la influencia de presiones extremas
puede haber efectos apreciables.
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El efecto del pH en la solubilidad acuosa de los compuestos es significativo en particular
para compuestos que son ionizables, pues al separarse en iones se generan mayores
interacciones ion-dipolo que promueven la solubilidad en medios acuosos y polares. En este
sentido, el pKa del compuesto también juega un papel importante en su solubilidad como se
describe mas adelante.

2. Fundamentos fisicoquimicos de la solubilidad

La solubilidad es el resultado de las interacciones entre el soluto y el disolvente, que por
medio de fuerzas intermoleculares (puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals,
interacciones electrostaticas, etc) se permite el reacomodo de las moléculas para permitir que
el soluto se disuelva (Peiffer, 1980; Singh et al., 2021; Torres et al., 2005). Las caracteristicas
del soluto (grupos funcionales, estado cristalino, pureza, tamafio de particula, logP, densidad
electronica, pka) y del disolvente (pH, polaridad, constante dieléctrica) son los principales
responsables de promover o evitar que se solubilice un compuesto.

2.1 Interacciones soluto-disolvente

La solubilidad, como ya se menciono, es un proceso dinamico, en donde las moléculas del
soluto se encuentran dispersas y en constante movimiento dentro del disolvente (Gupta &
Devi, 2019). Gracias a esta dinamica molecular, tanto el soluto como el disolvente estan
interactuando constantemente a través de fuerzas intermoleculares (GONG et al., 2007). Las
fuerzas intermoleculares son interacciones no covalentes de atraccion o de repulsion entre
moléculas, sin que ocurra la formacion de nuevos enlaces quimicos (Tassios, 1993). Son mas
débiles que los enlaces covalentes e i6nicos, pero participan en muchas propiedades como la
solubilidad, miscibilidad, punto de ebullicion, etc (Chandler, 2005).

Si las fuerzas intermoleculares entre el soluto y el disolvente son similares e implican la
atraccion, entonces el compuesto serd soluble (Singh et al., 2021). Esto se resume en una
regla general que indica que lo similar disuelve a lo similar (Bergstrom & Larsson, 2018; A.
Chaudhary et al., 2012; Montes et al., 2003; Zhuang et al., 2021), por lo tanto: lo polar
disuelve lo polar, lo no polar disuelve a lo no polar y compuestos de distinta naturaleza se
disuelven con dificultad.

Las principales fuerzas intermoleculares (Figura 4) incluyen, puentes de hidrégeno, un tipo
de interaccion fuerte entre un hidrégeno unido a O, N o F y otro atomo electronegativo de
una molécula vecina (Torres et al., 2010); fuerzas de Van der Waals como interacciones
dipolo-dipolo entre moléculas polares, donde hay atraccion entre regiones con carga parcial
positiva y negativa; fuerzas ion-dipolo que ocurre entre iones y moléculas polares como el
agua, este tipo de interaccion es clave cuando un fArmaco esta ionizado; y por tltimo, fuerzas
de dispersion de London, que suceden con moléculas no polares debido a fluctuaciones
electronicas temporales e interacciones hidrofébicas (Meyer et al., 2006; Torres et al., 2010).

16

——
| —



X2

Unidad Xochimilco

S
o- o+ 7N
H-F--H-F £ 0
Hydrogen Bond 6+E Dipole - Dipole
S
O O
= lon - Dipole
Na+ ...... Cl H
lon-lon 0 """" Na+
S0 o+

Figura 4. Fuerzas intermoleculares

Un farmaco sera soluble cuando las interacciones farmaco-disolvente sean iguales o mayores
que las interacciones farmaco-farmaco en la red so6lida. Este comportamiento se debe a la
energia de solvatacion, que es la energia liberada o absorbida cuando las moléculas de un
disolvente rodean e interactian con las particulas de un soluto al formar una solucion
homogénea (Sachan, 2019). Este concepto de energia de solvatacion se profundizara en la
siguiente seccion.

Ademas de las fuerzas intermoleculares derivadas de las interacciones entre el soluto y el
disolvente, la cantidad de particulas de soluto disueltas en el medio también influye en las
propiedades intrinsecas del disolvente, en las denominadas propiedades coligativas. Las
propiedades coligativas son las caracteristicas de las soluciones que depende exclusivamente
de la cantidad de moléculas de soluto disueltas y no de su naturaleza quimica (Belford, 2025).
Esto tiene un impacto en el descenso de la presion de vapor, la elevacion del punto de
ebullicion, el descenso del punto de congelacion y la presion osmotica (Belford, 2025). Estas
propiedades muestran como la cantidad de soluto altera el comportamiento termodinamico
del disolvente y sirven para entender el equilibrio en sistemas de disolucion.

2.2 Equilibrio sélido-liquido

La solubilidad consiste en un equilibrio dindmico entre el soluto y el disolvente. Este
equilibrio se alcanza cuando el nimero de moléculas transferidas de la solucion a un estado
solido es igual a la transferencia de moléculas de un estado s6lido a la solucion (GONG et al.,
2007). La solubilidad es una propiedad del equilibrio termodindmico, pero no es un proceso
aislado, ya que, la disolucion también estd involucrado en el proceso de solvatacion
(E. Skyner et al., 2015). La disolucién es un parametro cinético que describe la velocidad a
la que una sustancia se transfiere de una fase solida a una en solucion (Noyes & Whitney,
1897).

El equilibrio termodindmico siempre buscara el estado general de menor energia del sistema.
Y solo la solubilidad de equilibrio real (solubilidad termodindmica) muestra el equilibrio
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entre la solucion y la forma cristalina mas estable (Battino & Letcher, 2001). Este equilibrio
depende no solo de la energia del solido inicial, sino de la energia total del proceso de
disolucioén, que incluye el reacomodo molecular, es decir, la solvatacion de los iones o
moléculas.

Desde el punto de vista termodindmico, la solubilidad consiste en una serie de eventos
(Figura 5) comenzando con el soluto y el disolvente segregados que interactiian con otras
moléculas del mismo tipo. Posteriormente, las interacciones entre las moléculas del soluto
en el cristal (energia reticular) deben romperse para separar las moléculas de la red cristalina,
este proceso involucra un incremento en la entalpia del sistema (AH). Asimismo, las
moléculas del disolvente generan el espacio requerido (energia de cavitacion) para incorporar
las moléculas del soluto. Esto da como resultado que la entropia del sistema (AS) aumente
ligeramente porque se ha alterado la red ordenada de enlaces de hidrogeno entre las
moléculas del disolvente. Por tltimo, se forman nuevas interacciones (fuerzas
intermoleculares) estabilizadoras entre el soluto y el disolvente (energia de solvatacion)
favoreciendo la disolucion en un proceso espontdneo (Battino & Letcher, 2001; GONG et al.,
2007).

Figura 5. Proceso de solvatacion. (a) Interaccion independiente de soluto y disolvente. (b) Separacion de
soluto de la red cristalina. (c) Incorporacion del soluto en el disolvente

Como se menciono, la entropia (desorden) del sistema aumenta debido a la mezcla del soluto
y del disolvente, pero también disminuye porque surge un nuevo orden de poco alcance por
la presencia de las fuerzas intermoleculares estabilizantes (Bhattachar et al., 20006).

Dado que hay variaciones en la entalpia y entropia en el proceso de disolucion de un
compuesto, inherentemente también hay un cambio en la energia libre de Gibbs (AG). De
manera general, un proceso de disolucion es termodinamicamente favorable cuando AG
tenga un valor negativo, lo que indica que la energia requerida para romper el estado sélido
es compensada por las interacciones del soluto-disolvente (energia de solvatacion), y el
aumento de la entropia del sistema, por lo que el proceso es espontaneo.
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2.3 Influencia del pH y la ionizacion

La solubilidad de los compuestos no ionizables es un valor unico que refleja tan sélo el
equilibrio entre la energia libre del farmaco so6lido y la del farmaco que se encuentra en
disolucion. Para compuestos ionizables se debe de considerar su grado de ionizacion en
funcion del pH del disolvente. Debido a que el grado de ionizacidon de los compuestos cambia
con el pH, el equilibrio de solubilidad del estado sélido al estado de disolucion del farmaco
también cambia (Martinez & Amidon, 2002).

Cuando un compuesto se ioniza se vuelve mas polar y afin al agua, por lo que su solubilidad
acuosa incrementa en contraste con el compuesto neutro. La relacion pH-solubilidad para
compuestos ionizables se basa en la conocida relacion de Henderson-Hasselbach, que asocia
la solubilidad intrinseca de los compuestos (en estado neutro) tanto con el valor de pKa y la
solubilidad a un determinado pH.

Para calcular la solubilidad de un compuesto débilmente ionizable la ecuacion de Henderson-
Hasselbach adopta ligeras modificaciones (Bhattachar et al., 2006) para compuestos acidos
y bésicos:

S =5,[1 + 10PKa=PH)] para compuestos monobasicos
S = S,[1 + 10®PH-PKa)] para compuestos monoacidos

Donde S, es la solubilidad a un determinado pH y S, es la solubilidad intrinseca del
compuesto neutro.

Experimentalmente, se puede construir el perfil de solubilidad acuosa para compuestos
ionizables con distintos valores de pH (Figura 6). Al hacerlo se demuestra que cuando el
compuesto esta presente en forma idnica exhibe mayor solubilidad.

PH max

Salt Plateau /

lonized compound

Solubility (weight per volume)

| Unionized compound
| (intrinsic solubility)

2 4 6 8
pH
Drug Discovery Today

Figura 6. Perfil de pH-solubilidad para un compuesto monobasico con pKa de 5
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Si el valor de pH es igual a el pKa del compuesto, la proporcion ionizada y neutra del
compuesto es la misma. Cada cambio en una unidad de pH a ambos lados del pKa dara lugar
a un cambio de diez veces en la cantidad de especie ionizada en la disolucion (Bhattachar
et al., 2000).

Cuando el compuesto se encuentra totalmente ionizado, predomina la solubilidad de la sal
formada, lo que se manifiesta como una meseta en el perfil de solubilidad (Figura 6). En
estas condiciones, la solubilidad permanece practicamente constante, ya que depende
unicamente del equilibrio del solido i6nico con la solucion, el cual esta gobernado por el
producto de solubilidad (Kps), un parametro constante a temperatura definida. Asimismo, un
aumento en la concentracion del contraion comun desplaza el equilibrio hacia la fase sélida,
provocando una disminucion de la solubilidad de la sal (Bhattachar et al., 2006).

3. Solubilidad termodinamica

La solubilidad termodinamica representa el equilibrio dindmico entre las tasas de disolucién
y precipitacion cuando se alcanza la saturacion (Gupta & Devi, 2019), y proporciona una
medida precisa de la solubilidad intrinseca de un compuesto en su estado so6lido mas estable.
En este equilibrio, la velocidad de disolucion del compuesto es igual a la velocidad de
precipitacion, por lo que, la cantidad de compuesto disuelto permanece constante (Fowles
et al., 2025). Este tipo de solubilidad representa una propiedad en equilibrio verdadera
(Fowles et al., 2025).

Los principios que rigen la solubilidad termodindmica se basan en el balance energético
(energia libre de Gibbs AG) entre la ruptura de la red solida y la aparicion de interacciones
entre el soluto y el disolvente, tal y como lo vimos en secciones anteriores. Sin embargo, hay
multiples condiciones que contribuyen a que se alcance el equilibrio (Figura 7).

3.1 Condiciones necesarias para alcanzar el equilibrio

El sistema debe tener tiempo suficiente para que el contacto y equilibrio entre la fase solida
y la fase en solucién se alcance, esto se logra aplicando agitacion constante y empleando
tiempos prolongados de contacto (Takacs-Novak et al., 2017). También, es necesario colocar
un exceso de solido que garantice que la solucion esta realmente saturada, aunque, se debe
tener especial cuidado para no tener un estado de sobresaturaciéon que comiunmente sucede
cuando no se mantiene la temperatura controlada (Baka et al., 2008). La temperatura, presion
y pH deben permanecer constantes para que no influyan en los resultados experimentales
(Vertzoni etal., 2022). El compuesto tiene que presentarse en su forma mas estable,
diferentes estados cristalinos arrojarian solubilidades aparentes y no la solubilidad
termodinamica (Vertzoni et al., 2022) Por ultimo, es primordial asegurar que el compuesto
no sufra de degradacion quimica, esto puede comprobarse en el andlisis, especialmente por
HPLC (Saal & Petereit, 2012).
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Figura 7. Condiciones necesarias para alcanzar el equilibrio

3.2 Técnicas experimentales para determinar la solubilidad termodinamica

La solubilidad termodinamica se alcanza cuando la concentracion del soluto en el disolvente
permanece constante con el tiempo. Para ello, hay diversas técnicas experimentales como el
método estandar shake flask o matraz agitado que se abordard con mayor detalle en la
siguiente seccion.

El método de saturacidn estatica es un enfoque experimental para determinar la solubilidad
termodindmica que consiste en agregar un exceso de soluto en un volumen definido de
disolvente y se caracteriza por permitir que la disolucion alcance el equilibrio de manera
pasiva por un tiempo prolongado. Aunque el enfoque es sencillo presenta inconvenientes
como tiempos largos y baja reproducibilidad (Veseli et al., 2019).

Existen métodos basados en la determinacion de la solubilidad termodindmica dependiente
del pH. Este enfoque es tutil para compuestos ionizables, donde se realizan ensayos de
solubilidad a diferentes valores de pH. Al recopilar los valores de solubilidad en funcién del

pH puede extrapolarse la solubilidad termodindmica del compuesto (Wiedenbeck et al.,
2020)

También hay técnicas potenciométricas (Avdeef & Berger, 2001; Wiedenbeck et al., 2020) y
térmicas, que ofrecen diferentes panoramas para determinar la solubilidad termodindmica,
aunque no son empleados con frecuencia.

4. Meétodo Shake Flask para solubilidad termodinamica

Conocido como el método estandar de oro para determinar la solubilidad termodinamica
(Konczol & Dargo, 2018), el método shake flask es la técnica mas utilizada. El fundamento
de esta técnica, al igual que los demas enfoques termodindmicos, consiste en agregar un
exceso de soluto solido al disolvente y mantener la mezcla bajo agitacion y temperatura
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constantes durante un tiempo prolongado para alcanzar el equilibrio. Una vez concluido el
tiempo de agitacion, la fase liquida se separa por filtracion o centrifugacion. Finalmente, la
concentracion del soluto disuelto se cuantifica por andlisis espectrofotométricos o
cromatografico con ayuda de una curva de calibracién de soluciones con concentracion
conocida del analito (Konczdl & Dargd, 2018). La Figura 8 representa los pasos a seguir del
método shake flask.

Solubility = xx mg/mL

Area

COOH Concentration

e YVV "'/H'PLC
N / Dilutions &

' \ = - S

Z

= — —V 'S —
. Shake flask
Saturation Centrifugation Filtration

Figura 8. Método Shake Flask

La simplicidad, aceptacion y accesibilidad son las principales ventajas de este método,
debido a que permite alcanzar el equilibrio s6lido-liquido real y ofrece resultados facilmente
comparables. A pesar de ello, el método shake flask tiene limitaciones como el tiempo
prolongado necesario para alcanzar el equilibrio y requiere cantidades grandes de muestra,
lo que no resulta provechoso en la determinacion de la solubilidad de nuevos farmacos.

5. Solubilidad cinética

Dentro de la literatura farmacéutica, la solubilidad cinética refleja la concentracién de un
compuesto en el punto en que aparece por primera vez un precipitado inducido en la
disolucion (Apley et al., 2017; Konczol & Dargd, 2018; Saal & Petereit, 2012). Aunque el
término "solubilidad cinética" se utiliza cominmente, es incorrecto, ya que en realidad mide
la tasa de precipitacion, no la solubilidad en si (Bhattachar et al., 2006).

El fundamento de la solubilidad cinética se centra en disolver el compuesto de interés en un
solvente organico fuerte como dimetilsulfoxido (DMSO) generando una solucion madre de
concentracion conocida. Posteriormente, se afladen volumenes de la solucion madre al
disolvente acuoso de interés hasta que se expulsa al compuesto de la solucion (Saal &
Petereit, 2012). Pero ;por qué precipita el compuesto?, esto se debe a las propiedades anti
disolvente del medio acuoso, ya que, al estar el compuesto disuelto en DMSO, las
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interacciones soluto-DMSO predominan inicialmente; cuando se comienza a reemplazar el
DMSO por el solvente acuoso, las interacciones del soluto con ambos disolventes comienzan
a cambiar. Al ser el agua un disolvente con mayor constante dieléctrica que el DMSO, y al
establecer diferentes interacciones en el proceso de solvatacion, el soluto es expulsado al no
poder solvatarse (Bhattachar et al., 2006).

A diferencia de la solubilidad termodindmica que responde a la pregunta “;En qué medida
se disuelve el compuesto?”, la solubilidad cinética responde a la pregunta “;En qué medida
precipita el compuesto?”. Aunque, la solubilidad cinética no representa el equilibrio real,
resulta util para realizar mediciones rapidas y automatizadas, ademds permite el manejo de
material semisélido o pegajoso (Saal & Petereit, 2012).

La solubilidad cinética normalmente conduce a valores mayores que la solubilidad
termodindmica (Bhattachar et al., 2006), esto se debe a multiples factores que desfavorecen
esta técnica como un alto riesgo de sobresaturacion, el efecto de cosolvencia y debido a que
el compuesto ya estd en solucion de DMSO la energia requerida para romper la red cristalina
no se toma en cuenta en las mediciones de solubilidad (Bhattachar et al., 2006, Saal &
Petereit, 2012). Por lo tanto, los resultados deben manejarse con prudencia.

5.3 Técnicas experimentales para determinar solubilidad cinética

La solubilidad cinética, al igual que la termodindmica, se basa inicialmente en la elaboracién
de un sistema saturado (Saal & Petereit, 2012). En la practica, los métodos empleados para
determinar la solubilidad cinética comparten un procedimiento general en el que el
compuesto se disuelve en DMSO. Posteriormente, esta solucion se adiciona al disolvente
acuoso de forma controlada, ya sea por titulacion o mediante la adicion de volimenes
definidos, y se incuba bajo condiciones de agitacion y temperatura controladas. Finalmente,
se analiza en el momento en que se detecta la aparicion de un precipitado, lo cual indica el
limite de estabilidad de la solucidon (Bhattachar et al., 2006; Konczol & Dargd, 2018; Saal &
Petereit, 2012). Las diferencias entre las técnicas radican principalmente en el método de
deteccion del precipitado, que puede ir desde la observacion macroscopica directa hasta
técnicas como la nefelometria, la turbidimetria o analisis de saturacion del medio con HPLC.

La Figura 9 muestra el panorama general de un ensayo de solubilidad cinético.
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Figura 9. Determinacion de solubilidad cinética
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6. Nuevas lineas experimentales y miniaturizacion de técnicas para determinar la
solubilidad de nuevos farmacos

La determinacion de la solubilidad puede realizarse con técnicas computacionales,
predictivas y experimentales. La seleccion de la técnica depende de los intereses y recursos
disponibles. Si se requiere precision en la determinacion de la solubilidad, es necesario
recurrir a un ensayo experimental. Cuando los recursos sean limitados, y se necesite
caracterizar simultdneamente una gran cantidad de compuestos en menor tiempo, un enfoque
computacional predictivo podria ser suficiente para estimar parcialmente la solubilidad
(Savjani et al., 2012).

Este trabajo se centra en enfoques experimentales, por lo que no se realiza un analisis
exhaustivo de las técnicas computacionales y predictivas para la estimacion de la solubilidad
de farmacos; sin embargo, los siguientes trabajos pueden servir de consulta si se desea
conocer mas acerca de los modelos no experimentales: Lipinski, 2004; Delaney, 2004,
Savjani et al., 2012. Las técnicas experimentales para determinar la solubilidad de farmacos
suelen ser mas fiables que los métodos predictivos, ya que, proporcionan mediciones directas
y precisas, evitando aproximaciones inherentes a los modelos computacionales (Savjani
etal., 2012). Existen muchos métodos experimentales para evaluar tanto la solubilidad
cinética como la termodindmica de nuevos fArmacos que varian en dificultad y rendimiento
(Tabla 1).

Las limitaciones de los ensayos convencionales para determinar la solubilidad incluyen el
uso de gran cantidad de materia prima y disolvente, asi como los tiempos prolongados de
determinacion. Esto resulta inconveniente para determinar la solubilidad en las fases de
descubrimiento y desarrollo de farmacos, especialmente cuando la cantidad de principio
activo es insuficiente (Lipinski, 2004). Algunas alternativas atractivas incluyen la
miniaturizacion de las técnicas convencionales, lo que permite definir la solubilidad de
nuevos farmacos utilizando menor cantidad de tiempo, farmaco y disolvente (Di et al., 2012).

Las técnicas miniaturizadas para determinar la solubilidad de farmacos son métodos
novedosos que ofrecen varias ventajas sobre los enfoques tradicionales. Estas técnicas, que
se realizan en volumenes mas pequeiios y con menos cantidad de material, permiten evaluar
la solubilidad de compuestos con mayor rapidez y eficiencia, lo que es especialmente Util en
las primeras etapas del desarrollo de fa&rmacos, cuando la disponibilidad de la sustancia es
limitada. Ademas, las técnicas miniaturizadas son mas rentables, y permiten llevar a cabo
multiples experimentos en paralelo, acelerando asi la obtencion de resultados (Di et al.,
2012).
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Tabla 1. Técnicas para determinar solubilidad acuosa en el descubrimiento de fArmacos

Tipo de Técnica Descripcion Rendimiento
método
Cinético (no en Directo (microfiltracion, Basado en UV Alto
equilibrio) centrifugacion) Basado en CLND Alto
Basado en HPLC Medio
Indirecto (precipitado) Nefelometria Alto
Turbidimetria Medio
Termodindmico Matraz agitado de Convencional Bajo
(en equilibrio)  saturacion Miniaturizado Bajo/medio

Matraz agitado
miniaturizado de alto

Dispersion de solido basado  Medio
en placas

rendimiento (HT Remocioén de disolvente por Medio/alto

miniaturized shake

liofilizacion o evaporacion

flask) (DMSO, MeOH)

Semi-equilibrio (incubacion  Medio/alto
prolongada, cosolvente)

Disoluciéon Microdisolucion (uDISS) Bajo/medio
Método de disolucion Bajo
facilitada (FDM)

Potenciométrico Titulacion en doble fase Bajo
(DTT)

Equilibrio por persecucion ~ Bajo
(CheqgSol)

Dispositivo miniatura Bajo

Optofluidico Bajo

Método de particula Bajo

unica

Microbalanza de cristal Bajo

de cuarzo (QCM)

Estas técnicas miniaturizadas consisten en disefiar una version homdloga de las técnicas
convencionales, con el objetivo de obtener resultados equiparables y reproducibles
empleando la minima cantidad de material posible (Apley et al., 2017; Bhattachar et al.,
2006; Konczol & Dargd, 2018). Para contar con un método miniaturizado adecuado, es
necesario asegurar la precision, seleccionar equipos que suministren la energia suficiente al
sistema y minimizar la cantidad de variables que puedan influir en el desempeiio del método.
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La adquisicion y el andlisis de los datos se realizan comunmente mediante espectrofotometria
UV-Vis o HPLC, siendo esta tltima la técnica de eleccion debido a su alta sensibilidad y a
su capacidad para detectar la presencia de impurezas y productos de degradacion (Saal &
Petereit, 2012).

7. Farmacos benzimidazoles

Los benzimidazoles son una clase de compuestos aromadticos heterociclicos.
Estructuralmente, los benzimidazoles comparten la fusion de un anillo de benceno y un anillo
imidazol (Figura 10).

N
N
H
Figura 10. Estructura de benzimidazol

Los benzimidazoles se emplean como antiparasitarios y antihelminticos. Constituyen la
familia quimica mas extensa que se emplea para el tratamiento de infecciones para combatir
nematodos y trematodos. Aunque, también existen derivados con actividad antifiingica,
antiviral y anticancerigena (Golla et al., 2024). Dentro de la basta familia de benzimidazoles
destacan el albendazol (ABZ), mebendazol (MBZ), tiabendazol (TBZ), flubendazol,
oxfendazol, el sulfoxido de albendazol y el tiofanato, los cuales tienen un mecanismo de
accion similar (Figura 11) donde los benzimidazoles se unen de manera no covalente a la
beta-tubulina de los parasitos lo que impide la polimerizacion de los microtubulos y altera
procesos celulares esenciales (Aguayo-Ortiz et al., 2013).
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Figura 11. Mecanismo de accion de benzimidazoles

Historicamente el TBZ fue el primer benzimidazol en ser desarrollado e introducido en la
década de 1960 (Henriquez-Camacho et al., 2016). Posteriormente, se sintetiz6 MBZ como
una alternativa con mayor eficacia terapéutica. Por ultimo, se sintetizO ABZ como una
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evolucion estructural del MBZ que incorpord un grupo propilsulfanilo con la finalidad de
mejorar su espectro de accion (Partridge et al., 2020). La Figura 12 muestra la estructura
quimica del ABZ, MBZ y TBZ.

l 0
H OYO N ] N My
O OO OO

Figura 12. Estructura quimica de Albendazol, Mebendazol y Tiabendazol

7.1 Comportamiento de los benzimidazoles en medio acuoso

Los farmacos pertenecientes a los benzimidazoles se clasifican como compuestos TIPO 11
del SCB, pues se caracterizan por tener baja solubilidad acuosa y alta permeabilidad. Aunque
se disuelven bien en DMSO. Muiltiples factores como la estructura aromatica plana, caracter
relativamente lipofilico y su estabilidad del estado cristalino contribuyen a su baja solubilidad
(Bongioanni et al., 2019). Estas caracteristicas influyen en su biodisponibilidad oral.

Los benzimidazoles actian como bases débiles, debido a los 4&tomos de nitrogeno del anillo
imidazolico que pueden protonarse (Shah et al., 2023). La Tabla 2, muestra las propiedades
fisicoquimicas del ABZ, MBZ y TBZ.

Debido a su baja solubilidad, bajo grado de ionizacidén y a que son farmacos representativos
de la clase II del SCB, el albendazol (ABZ), el tiabendazol (TBZ) y el mebendazol (MBZ)
fueron seleccionados como farmacos modelo para la determinacion de su solubilidad
intrinseca mediante un enfoque termodinamico. Este proyecto tiene como objetivo proponer
un método miniaturizado para la determinacion de la solubilidad termodinamica.

Tabla 2. Propiedades FQ de ABZ, MBZ y TBZ

Propiedad ABZ MBZ TBZ
Peso molecular 265.33 295.29 201.25
(g/mol)
Solubilidad *22.8 mg/L en *0.713 mg/Len  *50 mg/L en agua
agua a 25 °C agua a 25 °C a25°C
LogP 2.7 2.83 2.47
pKa -- -- 4.64

Fuente: PubChem
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CAPITULO III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,
JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

1. Planteamiento del problema

En el proceso de descubrimiento de farmacos, la determinacion de la solubilidad es uno de
los primeros y mds cruciales pasos, ya que, este pardmetro influye directamente en la
biodisponibilidad del compuesto y, por lo tanto, en su eficacia terapéutica. Un fAirmaco debe
de ser capaz de disolverse adecuadamente en el medio bioldgico para ser absorbido y alcanzar
concentraciones efectivas en la circulacion sistémica.

Sin embargo, un problema recurrente en las primeras fases del desarrollo de farmacos es la
cantidad limitada del compuesto en si. En esta etapa, la cantidad de compuesto sintetizado es
escasa y no suele ser suficiente para realizar determinaciones de solubilidad utilizando
métodos convencionales, como la técnica del matraz agitado. Este método requiere grandes
cantidades de materia prima y disolvente, ademas de tiempos prolongados para alcanzar el
equilibrio termodinamico, lo que lo hace impractico en el descubrimiento de nuevos
compuestos.

Dada esta problematica, es necesario desarrollar un método alternativo a pequena escala que
permita determinar la solubilidad de los compuestos con precision semejante que los métodos
tradicionales y con cantidades minimas del compuesto a analizar. Por ello, se plantea como
objetivo el desarrollo de un método miniaturizado para la determinacion de solubilidad
termodindmica. Este enfoque no solo debe producir datos precisos y reproducibles, sino
también solucionar los problemas del método convencional, como el alto consumo de
recursos y el tiempo requerido, optimizando el proceso de caracterizacion fisicoquimica de
nuevos farmacos.

2. Justificacion

La justificacion de este trabajo radica en la necesidad de desarrollar métodos eficientes y
confiables para la determinacion de la solubilidad de nuevos farmacos, donde la cantidad del
compuesto suele ser limitada. Disefiar un método miniaturizado para la determinacion de la
solubilidad termodindmica permitiria obtener informacion preliminar de la solubilidad de
nuevos farmacos empleando cantidades minimas de compuesto, reduciendo costos, tiempo y
consumo de recursos. De tal forma que, el método propuesto represente una alternativa viable
al método convencional, facilitando la evaluacion fisicoquimica de nuevos compuestos con
potencial terapéutico.
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3. Objetivos

General: Disefiar y validar el método miniaturizado para la determinacion de la solubilidad
termodinamica de un farmaco modelo.

Especificos:

1. Conocer y adquirir las competencias necesarias para el manejo adecuado de los equipos e
instalaciones.

2. Desarrollar las condiciones cromatograficas para el analisis de la solubilidad.
3. Determinar precision y linealidad del sistema de HPLC.

4. Disefiar un método miniaturizado que se aplicard a los estudios de solubilidad
termodinamica.

5. Determinar e implementar los medios relevantes adecuados para los ensayos de solubilidad
termodindmica en formato miniaturizado.

6. Realizar los estudios de solubilidad termodindmica con el método miniaturizado y utilizar
HPLC como técnica analitica.

7. Analizar los resultados obtenidos en los estudios de solubilidad.

8. Comparar los resultados experimentales con los datos reportados en la literatura cientifica.
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CAPITULO IV. MATERIAL Y METODOS

Materiales

Albendazol, tiabendazol y mebendazol se seleccionaron como farmacos modelo para los
estudios de solubilidad. El 4cido clorhidrico al 37% de pureza (Herschi Trading, México) se
empled para preparar el medio de solubilidad. Se utilizé dimetil sulféxido (DMSO) con una
pureza del 99.9% (Sigma Aldrich). El agua utilizada para la preparacion de soluciones se
obtuvo a partir de agua destilada purificada en un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA), alcanzando una resistencia de 18.2 mQ. Se emplearon metanol de grado HPLC (J.T.
Baker, México) y sales de fosfato monobasico (J.T. Baker, México) y dibasico (Merck,
Alemania) como componentes de la fase movil. La fase movil se filtr6 mediante filtros de
nailon de 0.45 um (Lida Manufacturing Corp., USA) y se desgasifico en un bano ultrasonico
(Branson Ultrasonic Corp., Danbury CT, USA).

Métodos

1. Analisis cromatografico

El analisis cromatografico se realizd mediante un sistema isocratico en fase reversa,
utilizando un cromatografo liquido de alta resolucion Knauer (Berlin, Alemania) equipado
con una bomba Smartline Pump 100, un detector de arreglo de diodos PDA Smartline 3000
y un autosampler Smartline 3950. El software Clarity Chrom V2.6 (DataApex, Republica
Checa) se empleo para la adquisicion y procesamiento de datos.

Se empled una columna Cig de 3.5 um, 4.6 x 150 mm (Eclipse Plus, USA) a 38°C en un
compartimento termostato para columnas (Varian MetaTherm, USA). La fase mévil consistio
en una mezcla de metanol y buffer de fosfatos 0.05 M a pH 5.7 en proporcion 70:30. El flujo
se mantuvo constante a 0.7 mL/min y la deteccion se realizé a 295 nm.

2. Linealidad del sistema

Se evaluo la linealidad del sistema cromatografico mediante el andlisis de la regresion lineal
y el célculo del coeficiente de variacion (CV) de curvas de calibracion preparadas en un
intervalo de 10-50 ug/mL para cada uno de los farmacos analizados. Para ello, se pesaron
aproximadamente 10 mg de albendazol, tiabendazol y mebendazol, los cuales se disolvieron
inicialmente en DMSO para obtener las soluciones stock. A partir de dichas soluciones, se
prepararon las curvas de calibracion correspondientes en fase movil metanol: buffer de
fosfatos en proporcion 70:30 (ver Anexo 1).

3. Método miniaturizado para la determinacion de solubilidad termodinamica

El estudio de solubilidad se llevé a cabo mediante una version miniaturizada del método de
matraz agitado (shake flask). El estudio consistio en colocar un exceso de farmaco a un medio
de disolucion y someterlo a agitacion durante 26 h analizando progresivamente en funcion
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del tiempo la disolucion del farmaco hasta llegar a la saturacion (solubilidad), por lo cual,
para cada farmaco se prepararon nueve muestras independientes correspondientes a los
tiempos de analisis; se pesé aproximadamente 5 mg en cada caso y se transfirieron a tubos
Eppendorf de 2 mL. A cada tubo se adicionaron 2 mL de HC1 0.1 N y se colocaron en un
sistema termo-shaker (Biosan TS-100C, Latvia) a 37 °C y 300 rpm durante 26 horas.

Las muestras correspondientes a los tiempos de 2, 4, 6, 8, 9, 10, 12, 24 y 26 h se retiraron y
filtraron mediante filtros de 0.45 um para construir la curva de disoluciéon. Las soluciones
filtradas se diluyeron segun fuera necesario y se almacenaron en viales bajo refrigeracion (4
°C). Finalmente, se inyectaron 20 pL de cada muestra en el sistema HPLC para cuantificar
la concentracion del farmaco disuelto (ver Anexo 2).

4. Método convencional para la determinacion de solubilidad termodinamica

La solubilidad del albendazol se determind mediante la técnica convencional de matraz
agitado (shake flask). Se prepararon ocho frascos que contenian 20 mL de HC1 0.1 N, a los
cuales se afiadieron 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 mg de albendazol, respectivamente.
Los frascos se colocaron en una incubadora a 37 °C y 100 rpm durante 24 h.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las disoluciones se filtraron con filtros de 0.45
um. De cada filtrado se tomaron 500 pL, los cuales se mezclaron con fase movil hasta un
volumen final de 10 mL para su andlisis. Finalmente, se cuantifico la cantidad disuelta de
albendazol tras inyectar 20 pL de cada muestra en el sistema HPLC bajo las condiciones
previamente establecidas (ver Anexo 3).

5. Método miniaturizado para la determinacion de solubilidad cinética

Se realizaron ensayos de solubilidad cinética para albendazol y mebendazol. Para ello, se
prepararon soluciones concentradas de cada farmaco en DMSO, con concentracion de 20
mg/mL para albendazol y 5 mg/mL para mebendazol. Posteriormente, se adicionaron
alicuotas de estas soluciones concentradas a tubos eppendorf que contenian HCI 0.1 N
previamente equilibrado a 37 °C, de tal manera que la suma de ambos volumenes resultd en
un volumen final de 1 mL (ver Anexo 4 y 5).

Para albendazol, se prepararon siete muestras independientes con concentraciones tedricas
comprendidas entre 0.5 y 4 mg/mL (ver Anexo 4), mientras que para mebendazol se
prepararon diez muestras con concentraciones teoricas en el intervalo de 0.025 a 0.5 mg/mL
(ver Anexo 5). Las muestras se incubaron en un sistema termo-shaker (Biosan TS-100C,
Letonia) a 37 °C y 300 rpm durante 2 horas, con el objetivo de evaluar la presencia de
precipitado como indicador del limite de solubilidad cinética.

Posteriormente, las soluciones se filtraron a través de filtros de 0.45 um y las soluciones
obtenidas se analizaron mediante HPLC bajo las condiciones cromatograficas previamente
establecidas para la cuantificacion del farmaco disuelto.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

1. Analisis cromatografico

La Tabla 3 muestra los resultados de los tiempos de retencion y factores de retencion para
cada farmaco. Las condiciones cromatograficas permitieron un analisis adecuado con un
tiempo de corrida no mayor a 6 minutos y con factores de retencion entre 0.8 y 1.9

Tabla 3. Caracteristicas cromatograficas del método

Farmaco Tiempo de retencion (min)  Factor de retencion (k)

T™* 1.860 -

ABZ 3.450 0.85
TBZ 4.133 1.22
MBZ 5.380 1.89

*TM: Tiempo muerto

2. Linealidad del sistema

Bajo las condiciones cromatograficas establecidas y el tratamiento para la construccion de
las curvas de calibracion, el sistema presentd un comportamiento lineal en el intervalo de 10
a 50 ug/mL. El coeficiente de relacion de la regresion lineal fue R > 0.999 y el CV fue menor
al 3% en todos los niveles de concentracion estudiados para todos los farmacos (Figura 13).
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Figura 13. Linealidad del sistema para Albendazol (ABZ), Tiabendazol (TBZ) y Mebendazol (MBZ)
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3. Método miniaturizado para la determinacion de solubilidad termodinamica

La Tabla 4 presenta los valores de solubilidad termodindmica obtenidos para ABZ, TBZ y
MBZ, asi como su comparacion con los datos reportados en la literatura, bajo un enfoque
experimental a 37 °C, en medio de HC1 0.1 N y a 300 rpm.

Tabla 4. Valores de solubilidad termodindmica de ABZ, TBZ y MBZ obtenidos con el método shake flask
miniaturizado comparados con valores reportados en la literatura

Farmaco Solubilidad (mg/mL) en HC1 0.1 N a 37°C
Shake flask miniaturizado Literatura cientifica
0.6 (Hurtado y de la Pena
ABZ 1.5 etal., 2003)

0.515 (Shah et al., 2023)
1.5 % a pH 2.5 (Budeti¢
TBZ 2.69 etal., 2023)

~15 mg/ml a pH 2.5

(Cassens et al., 2013)
0.15 (Chen et al., 2012)
MBZ 0.104 0.09178 (S. Chaudhary
etal., 2016)

Las Figuras 14, 15 y 16, muestran los resultados de los perfiles de disolucién para la
determinacion de solubilidad termodindmica miniaturizada para ABZ, TBZ y MBZ
respectivamente. Para ABZ, la curva de solubilidad mostrada se basa en la integracion de
cinco estudios independientes, mientras que, las curvas de solubilidad de TBZ y MBZ se
realizaron por duplicado como se visualiza en sus respectivas figuras.

Para ABZ, la curva de solubilidad muestra una pequefia inflexién perceptible entre el analisis
de las 12 y 24 h, sin embargo, se puede apreciar que sigue incrementando la cantidad de
farmaco disuelto en el medio, cuyo valor méximo encontrado fue de 1.5 mg/mL
aproximadamente, por lo que no se observa un estado de saturacién conciso. Mientras que,
para TBZ y MBZ los estudios de solubilidad miniaturizados lograron efectivamente alcanzar
la saturacion del sistema, esto se puede constatar mediante los puntos de inflexion en las
curvas de solubilidad.

El método miniaturizado arrojo una solubilidad termodindmica para TBZ de 2.69 mg/mL,
alcanzados a las 24 h. Por su parte, la solubilidad termodinamica de MBZ fue de 0.104
mg/mL, alcanzados aproximadamente desde las 12 h.

El farmaco que tuvo la menor solubilidad registrada fue MBZ con una escala de apenas
microgramos por mililitro, mientras que TBZ fue el farmaco que registré mayor solubilidad.
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Figura 14. Curva de disolucion método miniaturizado para Albendazol (ABZ)
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Figura 15. Curvas de disolucion método miniaturizado para Tiabendazol (TBZ)
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Figura 16. Curvas de disolucion método miniaturizado para Mebendazol (MBZ)

4. Meétodo convencional para la determinacion de solubilidad termodinamica

El método convencional shake flask para determinar la solubilidad termodindmica se realizo
exclusivamente para ABZ, los resultados de este método se muestran en la Figura 17.

La curva de solubilidad arrojado por el método convencional para definir la solubilidad
termodindmica de ABZ no mostrd ningin punto de inflexién y no demuestra el alcance del
punto de saturacion (valor de solubilidad). La cantidad maxima disuelta registrada en este
ensayo fue de 2 mg/mL aproximadamente.
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Figura 17. Curva de disolucion método convencional

5. Método miniaturizado para la determinacion de la solubilidad cinética

Los resultados de la solubilidad cinética bajo el método disefiado se muestran en las Figuras
18 y 19, para ABZ y MBZ respectivamente. En ningtn caso hubo presencia de precipitado
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visible y tampoco se logra llegar a la saturacidon, puesto que la cantidad anadida fue
exactamente la cantidad encontrada en el anélisis cromatografico.

Los datos arrojados por este método exhiben por lo menos tres veces mas cantidad disuelta
de cada farmaco en comparacion con el método miniaturizado termodindmico.
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Figura 18. Curva de disolucion método cinético para ABZ
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Figura 19. Curva de disolucion método cinético para MBZ
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Discusion de resultados

Analisis cromatografico y linealidad del sistema

Las condiciones cromatograficas implementadas en el andlisis permitieron obtener tiempos
de retencion menores a 6 minutos y con buena resolucion. Los factores de retencion (k) se
encontraron entre 0.85 y 1.9. Aunque la literatura menciona que, para métodos isocraticos,
lo ideal es tener valores de & entre 2 y 10, o en su defecto entre 1 y 20 (Dolan & Osmani,
2026), los resultados experimentales fueron reproducibles y no presentaron interferencias.
Asi mismo, la linealidad del sistema arrojo que el intervalo de trabajo utilizado corresponde
a resultados proporcionales.

Cabe senalar que, gracias al andlisis basado en HPLC, ninguno de los firmacos presentod
impurezas o productos de degradacion, ya que esta técnica es util para identificarlos (Saal &
Petereit, 2012).

Solubilidad termodinamica método miniaturizado vs convencional

Los valores de solubilidad termodindmica obtenidos con el método propuesto en este trabajo
tienen aspectos interesantes por analizar. En este caso, los valores obtenidos no coinciden en
todos los casos con los reportados en la literatura (Tabla 4), por lo que es necesario analizar
el comportamiento de cada farmaco de manera individual.

Para el ABZ, la maxima cantidad de farmaco disuelta en los ensayos de solubilidad
miniaturizada fue de 1.6 mg/mL (Figura 14), valor que representa hasta tres veces la
solubilidad intrinseca reportada en la literatura (Hurtado y de la Peiia et al., 2003; Shah et al.,
2023). El hecho de que este valor supere la solubilidad previamente reportada puede
atribuirse a factores relacionados con el estado solido del farmaco empleado, o en el peor de
los casos al método disefiado.

Acerca del estado solido del farmaco, el ABZ es un sélido cristalino que presenta
polimorfismo (Calvo et al., 2016) , especificamente en las formas I y II, las cuales exhiben
diferencias en su comportamiento de solubilidad. En este sentido, se han reportado valores
de solubilidad cercanos a 1 mg/mL en HCI 0.1 N a 40 °C (Pranzo et al., 2010). Diversos
estudios indican que la forma comercial del ABZ generalmente contiene el polimorfo I
(Bashpa & Bijudas, 2018; Santos et al., 2014), el cual fue precisamente el que present6é una
solubilidad aproximada de 1 mg/mL en las condiciones reportadas por Pranzo y
colaboradores (2010). El tamafio de particula del ABZ constituye otro factor relevante
relacionado con el estado solido del farmaco que contribuye a mejorar su solubilidad, ya que
se ha reportado que su micronizacion puede incrementar su solubilidad hasta
aproximadamente 100 veces (KR et al., 2017; Liang et al., 2022). La reduccion del tamafio
de particula es una estrategia que actualmente se esta implementando con mayor frecuencia
para mejorar la solubilidad de farmacos poco solubles. Al disminuir el tamafio de particula
se incrementa el area superficial del s6lido (Ding et al., 2024). Seria conveniente analizar el
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estado solido de la materia prima empleada para constatar que los valores obtenidos sean
resultado de las caracteristicas inherentes de fArmaco utilizado.

El método propuesto podria no resultar plenamente adecuado para la determinacion de la
solubilidad termodindmica del ABZ; sin embargo, el perfil de disolucién del albendazol
(Figura 14) muestra que el sistema estuvo cerca de alcanzar la saturacion del medio, como
se observa en la ligera inflexion de la curva en los ultimos tiempos de analisis.
Adicionalmente, se realiz6 un ensayo de solubilidad del ABZ a través del método tradicional
shake flask con la finalidad de obtener su solubilidad termodinamica y evaluar si el resultado
coincidia con la solubilidad reportada en la literatura (0.6 mg/ml). En dado caso de que este
ensayo alcanzara la saturacion del medio por debajo de lo obtenido con el método
miniaturizado, quedaria demostrado que el método miniaturizado presentaba inconsistencias
metodologicas para la determinacion de la solubilidad termodindmica. Sin embargo, los
resultados del ensayo de solubilidad convencional muestran que el ABZ empleado tenia una
solubilidad mayor a 0.6 mg/mL (Figura 17). Incluso la cantidad de ABZ disuelto super? los
2 mg/mL sin mostrar indicios de saturacion del medio. Por lo tanto, estos resultados respaldan
que la solubilidad obtenida del ABZ en el método miniaturizado se debe al fairmaco en
cuestion. Cabe destacar que se obtuvieron mejores resultados con el método miniaturizado
empleando una cuarta parte de la cantidad de fairmaco y cerca de diez veces menos volumen
de disolvente en comparacion con el método convencional.

El TBZ alcanz6 una solubilidad méaxima alrededor de 2.69 mg/mL en el ensayo miniaturizado
(Figura 15). No obstante, no existe un valor de solubilidad reportado en la literatura para
TBZ bajo las mismas condiciones experimentales implementadas (HCI 0.1 N y 37 °C). Dado
que de los tres firmacos empleados, el TBZ es el que tiene un mayor caracter basico, cuyo
pKa es cercano a 2.47, este compuesto muestra una solubilidad con marcada dependencia del
pH, mediante un comportamiento hiperbolico conforme disminuye el pH debido a la
protonacion del farmaco (Cassens et al., 2013; Meng & Ibrahim, 2025). Autores comparten
que el TBZ alcanza un valor maximo de solubilidad alrededor de 15 mg/ml a un pH de 2.5
(Budeti¢ et al., 2023; Cassens et al., 2013). A medida que el pH disminuye por debajo de 2.5
la solubilidad del TBZ también baja, este efecto es progresivo, como lo demuestra el trabajo
de Cassens et al., (2013), quienes a partir de datos experimentales desarrollan un modelado
que predice la solubilidad del TBZ en funcién del pH. Este fendmeno puede ser el resultado
de la formacion de sales poco solubles donde la concentracion de sal excede su producto de
solubilidad, impidiendo que el fArmaco permanezca en solucion. Con base en este analisis,
el valor de solubilidad obtenido mediante el método miniaturizado resulta consistente y
razonable; sin embargo, la limitada cantidad de estudios disponibles en la literatura sobre la
solubilidad del TBZ impide un analisis comparativo mas amplio.

La solubilidad del MBZ determinada con el método miniaturizado alcanzd la saturacion del
medio, con una cantidad maxima disuelta de 0.104 mg/mL a partir de las 12 h (Figura 16).
Este valor es comparable con la solubilidad termodinamica reportada en la literatura, siendo
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de 0.15 mg/mL bajo las mismas condiciones experimentales (Chen et al., 2012). El MBZ
presenta tres polimorfos cristalinos (A, B y C) con distinta solubilidad entre si, sin embargo,
el polimorfo C es preferido cominmente en la farmacéutica (Martins et al., 2009), y
corresponde a la forma que tiene la solubilidad de 0.15 mg/mL reportado por Chen et al.,
(2012). Asimismo, Chaudhary et al., (2016) reportaron una solubilidad de 91.78 pg/mL para
el MBZ, valor que también se aproxima con el resultado obtenido mediante el método
miniaturizado propuesto.

En conjunto, estos resultados permiten constatar que el método miniaturizado presenta un
desempefio adecuado. Si bien no permitié confirmar el estado de saturacioén en los ensayos
con ABZ (Figura 14), debido a caracteristicas propias del farmaco, si logro alcanzar la
saturacion en el caso de TBZ y MBZ a partir de las 12 h (Figura 15 y 16 respectivamente).
Aparte de lograr con éxito la saturacion del medio, el método miniaturizado propuesto
reportd valores de solubilidad, consistentes con la solubilidad de cada benzimidazol, siendo
el MBZ el menos soluble, seguido del ABZ y finalmente el TBZ como el més soluble
(Budeti¢ et al., 2023; Chen et al., 2012; Hurtado Y de la Pefia et al., 2003).

Solubilidad termodinamica método miniaturizado vs solubilidad cinética

La solubilidad cinética refleja la concentracion de un compuesto en el punto en que aparece
por primera vez un precipitado inducido en la disolucion (Apley et al., 2017; Konczol &
Darg6, 2018; Saal & Petereit, 2012). Esta solubilidad no representa un sistema en equilibrio,
sin embargo, ha sido ampliamente utilizada para realizar mediciones rapidas y automatizadas
(Saal & Petereit, 2012).

En este trabajo se diseiid un método cinético miniaturizado, semejante con fundamento en el
trabajo de Saal y Petereit (2012), para obtener valores de solubilidad cinética del ABZ y
MBZ, cuyos resultados se muestran en las Figuras 18 y 19 respectivamente.
Experimentalmente, en ninguno de los ensayos se observé la presencia de precipitado, ni se
identificé una cantidad maxima disuelta, ya que en ningun caso se alcanzo la saturacion del
medio. Esta respuesta puede atribuirse a un efecto de cosolvencia. Diversos estudios se valen
de este efecto de cosolvencia entre el DMSO y agua para mejorar la solubilidad de
compuestos (M. Alshahrani & Shakeel, 2020; Shakeel et al., 2023; Yeh etal., 2009).
Asimismo, en la literatura se reconoce que el DMSO actia como cosolvente para mejorar la
solubilidad de compuestos con nticleo benzimidazdlico, como el flubendazol (Zheng et al.,
2019). El comportamiento de cosolvencia del DMSO se atribuye a su completa miscibilidad
con el agua y a su capacidad para interactuar con moléculas polares (gracias al grupo
sulfoxido polar) y con moléculas no polares (gracias a los metilos no polares), lo que le
confiere un caracter anfifilico (Kashid et al., 2015).

Normalmente, la solubilidad cinética conduce a valores mayores que los obtenidos con
enfoques termodinamicos (Bhattachar et al., 2006; Dhananjay, 2013; Saal & Petereit, 2012).
En los resultados obtenidos con el método cinético, la concentracion maxima registrada para
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el MBZ fue de 0.5 mg/mL, lo que supone hasta 5 veces el valor de solubilidad determinado
con el método termodinamico miniaturizado para este compuesto (0.104 mg/mL).

No obstante, no es factible realizar una comparacion estricta entre ambos métodos, ya que
no se alcanzo la saturacidon del sistema, debido al efecto de cosolvencia del DMSO. Este
comportamiento contrasta con la investigacion realizada por Singhvi y colaboradores (2013)
quienes observaron la formacion de precipitado y registraron valores de solubilidad cinética
similares a los obtenidos con el método convencional shake flask.

Por su parte, en el trabajo de Saal y Petereit (2012), se comparo la solubilidad cinética y
termodindmica de diversos compuestos, empleando ensayos a pequeiia escala, con
volimenes finales idénticos empleados en el presente estudio (1 mL para el método cinético
y 2 mL para el método termodindmico). Saal y Petereit encontraron que la solubilidad
cinética se encontraba por encima de los valores de solubilidad termodinamicos por al menos
2 ordenes de magnitud.

Entonces, ¢por qué no se lograron obtener valores representativos de solubilidad cinética en
este trabajo? Esto se relaciona justamente a la cantidad de DM SO agregado al sistema acuoso,
ya que en los estudios citados el DMSO constituia una pequena fraccion del sistema acuoso,
alrededor de 0.8% (Singhvi et al., 2013) y 2% (Saal & Petereit, 2012), mientras que, en este
trabajo, la cantidad de DMSO agregada al medio acuoso alcanzé el 25 % para ABZ y cercano
del 10 % para MBZ. Este analisis corrobora que el método cinético disefiado en este trabajo
no es factible debido al efecto de cosolvencia, tal y como lo sefialan Saal y Petereit (2012).

Recomendaciones y perspectivas finales

El método miniaturizado shake flask para la determinacién de la solubilidad termodinamica
desarrollado en el presente estudio, permiti6 alcanzar la saturacion del sistema a partir de las
12 h y obtener resultados comparables con la literatura, utilizando poca cantidad de farmaco
y disolvente, en comparacion con el método shake flask convencional. Esto resulta ser
bastante beneficioso para realizar estudios preliminares de solubilidad acuosa de nuevos
farmacos, tal y como lo indican los estudios cientificos (Apley et al., 2017; Bhattachar et al.,
2006; Konczol & Dargo, 2018; Saal & Petereit, 2012; Veseli et al., 2020).

Los perfiles de disolucion obtenidos en el presente trabajo muestran un comportamiento
similar a la investigacion realizada por Veseli y colaboradores (2020), lo que evidencia la
capacidad del método para alcanzar la saturacion del medio. No obstante, es necesario prestar
especial cuidado a las variables que pueden modificarse con facilidad, tales como la
temperatura y la agitacion en los ensayos miniaturizados, variables que el equipo Termo-
Shaker control6é apropiadamente. Asimismo, es importante caracterizar el estado solido de
los compuestos a analizar para poder tener resultados atin mas fiables (Saal & Petereit, 2012).
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Por otro lado, se propone buscar un mejor disefio para la evaluacion de la solubilidad
mediante el método cinético, empleando un porcentaje minimo de DMSO que otorgue
resultados semejantes a los proporcionados con la determinacion termodindmica.
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CAPITULO VL. CONCLUSIONES

Se disefi6 un método miniaturizado tipo shake flask para la determinacion de la solubilidad
de benzimidazoles como farmacos representativos de baja solubilidad acuosa. EI método
desarrollado permitié evaluar la solubilidad utilizando cantidades significativamente
menores de farmaco y de disolvente en comparacion con el método convencional, lo que
demuestra mayor eficiencia experimental y buena capacidad para ser empleado en la
caracterizacion de nuevos farmacos.

Los estudios de solubilidad realizados con el método miniaturizado permitieron alcanzar la
saturacion del medio a partir de las 12 h para TBZ y MBZ. Obteniendo valores de solubilidad
coherentes con los reportados en la literatura cientifica. Especialmente, el MBZ presento
valores de solubilidad a su solubilidad termodindmica descrita en la literatura, lo que
confirma la capacidad del método para determinar la solubilidad de manera confiable.

Por su parte, los valores de solubilidad obtenidos para el ABZ fueron superiores a los reportes
bibliograficos, sin embargo, los resultados del ensayo convencional corroboraron que el
farmaco empleado presentaba una solubilidad mayor a la reportada. Este efecto se atribuye a
caracteristicas propias del estado s6lido del farmaco, tales como el polimorfismo y el tamafio
de particula, mas que a limitaciones del método miniaturizado.

Asimismo, el orden de solubilidad observado para los benzimidazoles analizados (MBZ <
ABZ <TBZ) concuerda con sus comportamientos fisicoquimicos y con la bibliografia.

Por otro lado, el contraste entre la solubilidad termodindmica y cinética exhibié que el
método cinético miniaturizado no resulté adecuado, debido al efecto de cosolvencia causado
por la elevada proporcion de DMSO en el sistema acuoso. Este resultado confirma que para
obtener valores confiables de solubilidad cinética, es indispensable limitar la cantidad de
DMSO, como lo indica la literatura.

En conjunto, los resultados obtenidos permiten concluir que el método miniaturizado
propuesto constituye una opcion viable, eficiente y confiable para la determinacion de la
solubilidad termodindmica en estudios preliminares de caracterizacion de nuevos farmacos.
Ademas, es necesario caracterizar el estado solido del farmaco para un mayor control de las
variables experimentales y una mejor interpretacion de los resultados.
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CAPITULO VII. OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS

v’ Se disefi6 una version miniaturizada del método shake flask consistente y reproducible
para la determinacion de la solubilidad termodindmica, empleando cromatografia liquida
de alta resolucion como técnica de analisis.

v’ Se adquirieron las competencias y habilidades para manejar adecuadamente los equipos
e instalaciones empleados en el desarrollo del presente trabajo.

V' Se determinaron las condiciones cromatograficas para el anélisis con tiempos de corrida
menores a 6 minutos. También, se determind la precision y linealidad del sistema con
éxito.

v’ Se realizaron los ensayos de solubilidad termodindmica con formato miniaturizado en
HCl 0.1 N como medio bioldgicamente relevante. Otros medios bioldgicamente
relevantes se descartaron debido a falta de tiempo, ya que al optimizar las condiciones de
prueba se opto por realizar suficientes ensayos experimentales s6lo en HCI hasta obtener
resultados aceptables y continuar con el mismo medio en todas las determinaciones.

v’ Se contrastaron los resultados arrojados por el método miniaturizado shake flask con los
valores de solubilidad reportados en la literatura cientifica, observandose una buena
similitud, particularmente en el caso de MBZ.

De esta manera, se confirma que la mayoria de los objetivos planteados para este proyecto
se cumplieron de manera exitosa. Incluso, el estudio se vio fortalecido con la realizacion del
método shake flask convencional y con estudios de solubilidad cinéticos, lo que permitié un
analisis mas exhaustivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Elaboracion de curvas de calibracion
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Anexo 3. Diseflo experimental ensayo de solubilidad convencional
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Anexo 5. Diseflo experimental del método miniaturizado cinético para MBZ
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