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RESUMEN

La investigacion tuvo como finalidad la obtencidén de microesferas de quitosano cargadas de
diclofenaco sddico con caracteristicas fisico-quimicas adecuadas para liberar el principio activo
de forma prolongada. Para la obtencion de las microesferas de diclofenaco sédico se utilizo el
método de emulsion, seguido de evaporacion del disolvente; elaborandose dos formulaciones
iniciales con el objetivo de estandarizar el proceso de elaboracion. Una vez seleccionadas las
mejores condiciones se procedio a elaborar tres formulaciones por triplicado variando la cantidad
agente emulsificante, las microesferas posteriormente fueron cargadas con diferentes
concentraciones de principio activo para proceder con su analisis fisico-quimico. La evaluacién
del tamafio y morfologia de las microesferas mediante microscopia optica permitio evidenciar
que las formulaciones cumplieron con la especificacion de ser menores a 1 milimetro, mientras
que el ensayo de rendimiento fue de un méaximo del 22% para la formulacién F1a; por otro lado,
el ensayo de eficiencia de microencapsulacion permiti6 determinar que la formula con el méximo
rendimiento fue F2b con 28,84%. Esta se someti6 al ensayo de cinética de disolucion cumpliendo
con los criterios de aceptacion descritos en la USP39-NF34 para diclofenaco sodico de liberacion
prolongada con una liberacion del 84,4% a las 10 horas de transcurrido el proceso de disolucion.
Los resultados permiten concluir que la matriz polimérica F2b presenta condiciones adecuadas
para ser cargada de principio activo y ser potencialmente una forma farmacéutica de liberacion
prolongada; y de esta forma disminuir los efectos adversos producidos por la farmacoterapia con
antiinflamatorios no esteroideos de liberacion inmediata. En investigaciones futuras se sugiere
realizar modificaciones en el método de elaboracién y variables con el objetivo de mejorar la

eficiencia de encapsulacion del principio activo.

Palabras clave: <FORMAS FARMACEUTICAS DE LIBERACION PROLONGADA>,
<QUITOSANO>, <MICROENCAPSULACION>, <MICROESFERAS>, <DICLOFENACO
SODICO>.
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ABSTRACT

The purpose of this research study was to obtain chitosan microspheres loaded with diclofenac
sodium with suitable physical-chemical characteristics to release the active ingredient in a
prolonged way. To obtain the diclofenac sodium microspheres the emulsion method was used,
followed by solvent evaporation making two formulations in order to standardize the production
process. The best ones were selected under the best conditions. Three formulations were prepared
and triplicated, varying on the amount of emulsifying agent. The microspheres were subsequently
loaded with different concentrations of active ingredients to proceed with its physical-chemical
analysis. The evaluation of the size and the morphology of the microspheres during optical
microscopy, show that the formulations met the specification of being less than 1 millimeter in
diameter. Therefore, the yield test was a maximum of 22% for formulation Fla. On the other hand,
the microencapsulation efficiency test determine that the formula with the maximum yield was the
F2b with a 28.84%. This one was subjected to the dissolution Kinetics test complying with the
acceptance criteria described in the USP39-NF34 for the release of diclofenac sodium prolonged
with a release of 84.4% at 10 hours after being exposed to the dissolution process. The results allow
us to conclude that the polymeric matrix F2b presents the adequate conditions to be loaded with the
active ingredient and to be potentially a prolonged pharmaceutical release form, in this way
reducing the adverse effects produced by pharmacotherapy with immediate-release for nonsteroidal
anti-inflammatory drugs. It is suggested for further research to make changes on the production

method and the variables in order to improve the capsulation efficiency of the active ingredient.

Keywords: <PROLONGED-RELEASE PHARMACEUTICAL FORMS>, <CHITOSAN>,
<MICRO-CAPSULATION>, <MICROSPHERES>, <DICLOFENAC SODIUM>.
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INTRODUCCION

La mayor parte de los principios activos se encuentran siendo parte de formas farmacéuticas de
liberacion inmediata ya sean estas soluciones, emulsiones, comprimidos, suspensiones, entre los
mas representativos. Estos sistemas no logran mantener los niveles plasmaticos dentro del rango
terapéutico y, por lo tanto, se necesita la administracién de varias dosis puesto que presentan una
accién de corta duracion, Actualmente la industria farmacéutica busca el desarrollo de formas
farmacéuticas (FF) innovadoras, enfocadas en maximizar la biodisponibilidad del principio activo
en su zona de accién durante un periodo de tiempo prolongado (Sachin et al., 2019, p.20).

La administracion de dosis repetidas trae consigo problemas relacionados con la adherencia
terapéutica del paciente, uno de los principales es la falta de cumplimiento en el periodo exacto de
toma de las dosis, y en consecuencia variaciones de las concentraciones del farmaco en sangre.
Estas fluctuaciones pueden provocar efectos toxicos o subterapéuticos para los pacientes. Es por
ello que un perfil de liberacién prolongada del medicamento es ideal para minimizar las
fluctuaciones en las concentraciones plasmaticas (Enriquez et al., 2014, p.1).

Los sistemas de liberacion prolongada se caracterizan porque el principio activo es liberado
inicialmente en proporcion suficiente para producir su efecto, y después de manera lenta lo que
permite que se mantenga la concentracion eficaz durante mas tiempo (USP 35- NF30, 2012, p.328). ES
decir, estan disefiados para lograr un efecto terapéutico prolongado durante un periodo prolongado
de tiempo tras administrar una dosis Unica (Sachin et al., 2019, p.20).

La microencapsulacion es el método que se utiliza en aproximadamente el 65% de los sistemas de
liberacién modificada de farmacos (Lozano, 2012, p.51). Las microesferas consisten en nanoparticulas
a base de lipidos o polimeros de disolucion lenta que recubren a un principio activo. Uno de los
grupos farmacologicos que se prescriben con mayor frecuencia y causan efectos adversos al
necesitar dosis constantes del farmaco son los antiinflamatorios no esteroideos. Su utilizacion
clinica efectiva esta significativamente limitada por su potencial ulcerogénico y su escasa
biodisponibilidad después de la administracion oral (Can et al., 2014, pp.317-318).

Entre los biopolimeros més utilizados en la elaboracion de microesferas se encuentra el quitosano
ya que presentan favorables caracteristicas fisico-quimicas como son su alta biodegradabilidad,
disponibilidad y baja toxicidad (Yang et al., 2015, p.54). Ademas, el quitosano desacetilado de bajo peso
molecular tiene mayor capacidad de hidrofilia, por lo que conduce a un mayor tiempo de retencién
y una mejor encapsulacion del farmaco (Kumar et al., 2020, pp.797-798). EXisten numerosos estudios que

evidencian que el quitosano puede ser usado en sistemas de liberacion de farmacos, y



principalmente presenta gran compatibilidad con farmacos de actividad antiinflamatoria (Enriquez et
al., 2014, p.2).

El utilizar microesferas como la tecnologia de eleccién para la elaboracion de un sistema de
liberacién prolongada ofrece numerosas ventajas como prolongar la vida media in vivo, disminuir la
toxicidad generalizada de los medicamentos, mejorar el cumplimiento terapéutico del paciente y
una mayor estabilidad del medicamento (Enriquez et al., 2014, p.1).

En la actualidad las microesferas de quitosano tienen amplias aplicaciones farmacéuticas; sin
embargo, en Ecuador son escasos los estudios en los que se desarrolla este tipo de formulacién. Es
por ello que este estudio aporta a la investigacion académica ecuatoriana, puesto que mediante el
andlisis fisico-quimico de las microesferas se determinara si el quitosano presenta buena
compatibilidad con el diclofenaco sddico, y si el método de emulsion proporciona las condiciones
necesarias para que se formen las microesferas, lo que también promueve el uso de nuevos

vehiculos de farmacos para mejorar la terapia en la poblacion.



OBJETIVOS

Objetivo General

Elaborar y caracterizar microesferas de liberacion prolongada cargadas de diclofenaco sodico

mediante el método de emulsion utilizando una matriz polimérica de quitosano.

Objetivos Especificos

e Desarrollar la matriz polimérica mediante la técnica de emulsién utilizando diferentes
concentraciones de diclofenaco sédico y emulsionante.

e Determinar el tamafio y morfologia de las microesferas a través de microscopia dptica.

e Cuantificar la eficiencia de microencapsulacion y cinética de disolucién de las microesferas

mediante espectrofotometria UV-Vis



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Formas farmacéuticas de liberacion modificada

Constituyen sistemas de liberacién que estan disefiados para controlar el lugar de liberacién, accién
local en un punto determinado, y modificar la velocidad de liberacién del farmaco; de esta forma se
logra evitar la administracion de dosis repetidas (Lozano et al, 2012, p.325). [Estas preparaciones
pretenden que el principio activo sea liberado de un sitio distinto al de forma farmacéutica de
liberacién convencional administrada por la misma via. Estas se clasifican en tres categorias de
acuerdo a su mecanismo de liberacién; es asi que se incluyen las formas farmacéuticas de liberacién

prolongada, de liberacidn retardada y de liberacion pulsatil (USP 35-NF30, 2012, p.328).

1.1.1. Sistemas de liberacién prolongada

En este tipo de sistemas el principio activo es liberado inicialmente en la cantidad necesaria para
proporcionar la accion terapéutica o incluso un minimo exceso que no resulta toxico, para después
extender la liberacion de forma lenta pero no constante. De esta forma se mantiene la concentracion
eficaz mucho mas tiempo en comparacion con las formas farmacéuticas convencionales (ASSE, 2019,
p.4). Lograr obtener un sistema de liberacién requiere de una formulacidn particular y un método de

fabricacién especial; también es conocida como forma farmacéutica de liberacién ampliada (USP 35-
NF30, 2012, p.328).

1.1.2. Sistemas de liberacién retardada

Estas preparaciones se caracterizan por liberar al principio activo después de transcurrido un tiempo
de latencia, de esta forma no se observan niveles plasméticos del farmaco hasta que la forma
farmacéutica llegue a la zona del tracto digestivo en donde se desea que este sistema se active
(ASSE, 2019, p.5). Posterior a esto una vez que el principio activo se libera lo hace siguiendo una

cinética normal. Dentro de este grupo se encuentran las preparaciones gastrorresistentes (Lozano et al.,
2012, p.325).



1.1.3. Sistemas de liberacion pulsatil

El objetivo de estas preparaciones es el de garantizar una liberacién secuencial de la sustancia o
sustancias activas, es decir permite la liberacién de dosis repetidas ya sea por cambios fisiologicos,
estimulos externos o a intervalos de tiempo definido (Lozano et al, 2012, p.332).Este sistema considera
aspectos como ritmo en la fisiopatologia de la enfermedad, la cronofarmacologia de los
medicamentos y la estructura del tiempo circadiano humano para definir el patrén de dosificacion y

el tiempo de administracién con el fin de optimizar efectos adversos deseados 0 minimizarlos (Patil
y Shahiwala, 2014, p.846).

1.1.4. Microencapsulacién

La microencapsulacién constituye un proceso en pequefias particulas de una sustancia son envueltas
en una matriz que la protege de condiciones desfavorables de su entorno como pH, temperatura,
oxigeno, luz, humedad. Por lo tanto, la sustancia mantiene su estabilidad por un tiempo prolongado
y de esta forma mantener su funcionalidad (Hoyos et al., 2016, p.527). Existen diferentes métodos de
microencapsulacion de compuestos, sin embargo, todos tiene como producto final la formacion de
microparticulas, que de acuerdo con su morfologia y estructura interna se clasifican en microesferas
0 microcapsulas. Las microcépsulas presentan dos partes claramente diferenciadas que son un
nlcleo interno y una capa de revestimiento, a diferencia de las microesferas que poseen una
estructura tipo matriz sin ndcleo, es decir las sustancias se encuentran dispersas en su interior, ya
sea de forma homogénea o heterogénea (Figura 1-1.)

Estas microparticulas pueden por si solas ser una forma farmacéutica, o a su vez ser incorporadas
en formas farmacéuticas como suspensiones o comprimidos. Alrededor del 65% de los sistemas de

liberacién modificada son obtenidos por microencapsulacion (Lozano et al., 2012, pp.51-52).

Microcapsulas Microesferas
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O
e

b

[ Farmaco [ Agente encapsulante

Figura 1-1. Representacion gréafica de microcapsulas y microesferas
Fuente: Lozano et al., 2012, p.52.



1.1.4.1. Microesferas

Son sistemas obtenidos por microencapsulacion los cuales se caracterizan por ser dispersos con una
estructura tipo matricial, en los que la sustancia que se encapsula es adsorbida en la superficie de la
particula o encapsuladas en su interior. Estos sistemas pueden ser homogéneos o heterogéneos
dependiendo de las caracteristicas fisico-quimicas de la sustancia encapsulada (Lozano et al., 2012,
p.51). Las microesferas poseen caracteristicas idéneas para constituir sistemas de liberacién

modificada puesto que proporcionan una tasa de liberacion controlada del principio activo (Akbary
Ahmed, 2017, p.277).

> Agentes encapsulantes

El agente encapsulante es una sustancia que tiene la capacidad de formar una red tipo pelicula que
protege al principio activo y es uno de los principales factores que podria afectar a la estabilidad del
activo encapsulado. Una de las caracteristicas mas importantes a considerar en su eleccién es su
compatibilidad con el principio activo o material que se desea encapsular (Lozano et al., 2012, p.53).

a. Agentes hidrosolubles: Quitosano, celulosa modificada, alginato, goma Xxantana,
polietilenglicol, goma arabiga, 6xido de polietileno.

b. Agentes no solubles en agua: Etilcelulosa, parafina, ceras naturales, acido poliglicélico, ésteres

de polimetacrilato, alcoholes grasos, acidos grasos.

»  Agentes tensioactivos

Son sustancias que presentan una parte lipdfila y otra hidrofila (Figura 2-1). Es decir, cuando se
colocan en un medio que contienen una fase acuosa y otra oleosa sus moléculas orientan su parte
polar hacia el agua y su fraccion apolar hacia la fase lipidica (Lozano et al., 2012, p.139). Debido a su
propiedad anfifilica se sittan en la interfaz, disminuyendo la tensién superficial y dando lugar a la

formacion de pequefas gotas de la fase inmiscible que se dispersan en la fase continua (Freire, M,
2018, p.32).



© — - Resto polar
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Figura 2-1. Representacion de la parte lipéfila e hidrofila de tensoactivo
Fuente: Lozano et al., 2012, p.139.

A continuacion, se describen cada uno de los reactivos utilizados en la elaboracién de microesferas

segun el método de Denkbas (2008, pp.742) y la funcién que estos desempefian en la formacion de

las microesferas.

Tabla 1-1: Descripcién de reactivos y funcion que desempefian en la formacién de microesferas

TWEEN 80

GLUTARALDEHIDO
25%

SOLUCION
QUITOSANO 2%

SOLUCION ETER DE
PETROLEO/PARAFINA
LIQUIDA

Tensioactivo/
emulsificante: De
caracter no  ionico
hidréfilo. Estabiliza la
emulsion en la
formacion
microcépsulas, lo que
resulta en un tamafio
uniforme y

forma  esférica de
ademéas de wuna alta
eficiencia de
encapsulacion
(Budianto et al.,2020,

p.524).

Reticulante: Los grupos
reactivos del
glutaraldehido reaccionan

con los grupos amino
libres, de esta manera se
crean los enlaces
reticulados intra e inter-
moleculares (Elizabeth et
al., 2007, p. 46). Actla
como un agente que un
agente que bloquea los
grupos amino del
quitosano y hace que su
estructura sea mas inerte y
resistentes al medio acido y
lisozimas (Beppu et al,

2007, p.126)

Fase acuosa: El quitosano
presenta  un  caracter
hidréfilo, insoluble en agua
y soluble en soluciones
dcidas acuosas diluidas
como es el caso del &cido
acético (Rajitha et al.,
2016, p.1179). Constituye
la fase externa de la
emulsion, puesto que se
presenta en mayor cantidad
y proporciona un medio
mas soluble al emulgente
tween 80 (Lozano et al.,

2012, p.157)

Fase oleosa: Debido a que

la parafina liquida es
insoluble en agua es
necesario utilizar ~ un

disolvente orgéanico como
el éter de petrdleo. Esta
solucién constituye la fase
interna la cudl se subdivide
en pequefias gotas en el
seno de la fase acuosa y
posteriormente formar las
microesferas (Lozano et
al., 2012, p.157).

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.




> Clasificacion

Los tensioactivos son moléculas que se clasifican de acuerdo con la naturaleza de su parte
hidrofilica y se los puede agrupar en anidnicos, catiénicos y no idnicos (Li et al., 2008, p.30). Aquellas
moléculas que presentan una carga negativa en su parte hidrofilica se los denomina tensioactivos
anionicos, a diferencia de los cationicos presentan carga positiva, mientras que a los que no

presentan carga se les denomina no idnicos (Garcia, O, 2019, p. 14).

1.1.5. Sistemas matriciales

Estos constituyen el vehiculo del principio activo y tienen la particularidad de contener al principio
activo disperso dentro de un polimero el cual se opone a la disgregacion y controlar la cesion del
activo (Lozano et al., 2012, p.184). Vasvari et al. (2018, p.72) indica que el término matriz se puede asociar
a un sistema que presenta homogeneidad aleatoria en donde el principio activo se encuentra
disperso en partes iguales en toda la forma de dosificacion; y por lo tanto da lugar a una liberacion
controlada del activo. El polimero que controla la velocidad de liberacion del activo puede ser

hidrosoluble o hinchable (matriz hidrofilica), o insoluble en agua (matriz lipidica o inerte).

1.1.5.1. Matriz inerte

Incluyen materiales insolubles como polimeros semisintéticos (acetato de celulosa, etil celulosa) y
sintéticos (nylon, polimeros de éteres de acrilato, polisteramidas). Una de las caracteristicas es
permanecer intactas durante su circulacion en el tracto gastrointestinal y, posteriormente, son
eliminadas como portadores vacios. Estos son demasiado complejos debido a que propiedades
como la penetracién de agua, la humectabilidad de la matriz, la porosidad y la carga inicial del
farmaco podrian modificar la velocidad a la cual es liberado el principio activo (Vasvari et al., 2018,
p.72). Como se observa en la Figura 3-1. este tipo de matrices forma una red porosa no desintegrable
en la que ingresan los liquidos mediante capilaridad y disuelven el farmaco que finalmente es

liberado por difusién a través de los poros de la matriz (Costa et al., 2004, p.260).



Matriz + Farmaco

Polimero Matriz vacia

Liberacion
Diifusian

Farmaco

Figura 3-1. Proceso de liberacion de principio activo de la matriz inerte.
Fuente: Costa et al., 2004, p.261.

1.1.5.2. Matriz hidrofilica

Se caracterizan por presentar sustancias que son hinchables y pueden llegar a formar hidrogeles
como los polimeros solubles los cuales regulan la disolucion del farmaco en el tracto
gastrointestinal. Los polimeros que se utilizan generalmente incluyen metilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio, hidroxipropilmetilcelulosa, copolimeros de acrilato o alcohol
polivinilico (Vasvari et al., 2018, p.73). En particular las matrices de hipromelosa u 6xido de polietileno
son las mas utilizadas cuando se pretende alcanzar un perfil de liberacion extendido (Sandoval et al.,
2015, p.283). La liberacion del activo se da de forma progresiva (Figura 4-1) como se describe a
continuacion (Costa et al., 2004, p.260):

e Penetracion del medio de disolucion al interior de la matriz con la disolucion de una pequefia
cantidad de farmaco presente en la superficie del sistema matricial.

e Hinchamiento del polimero hidréfilo formando asi una barrera gelificada

e Disolucion del farmaco y reduccion de la capa gelificada.

e Difusion del activo a través de la barrera gelificada.

e  Erosién y disolucion completa del sistema matricial.

Polimero hidrofilico
Matriz + Farmaco

AN
) ( Py ) <]
- \-..-!....... — = e
Liberacion g { Y,
Difusion

Farmaco

Figura 4-1. Proceso de libracion del activo a partir de una matriz hidrofilica.
Fuente: Costa et al., 2004, p.261.



1.1.5.3. Matriz lipidica

Son sistemas que se caracterizan por suspender los principios activos lipofilos en excipientes
lipidicos que generalmente son de origen natural tales como alcoholes grasos, &cidos grasos, ésteres
0 derivados (Lozano et al., 2012, p.186). La liberacion del activo esta condicionada por las caracteristicas
del excipiente utilizado, si este se trata de un lipido no digerible la matriz no se destruira a medida
gue avanza por el aparato gastrointestinal, en cambio si se utiliza un lipido digerible la matriz es
erosionada durante su paso por el tracto gastrointestinal debido a hidrolisis de sus acidos grasos.

El mecanismo por el cual el principio activo es liberado es a través de la erosion del sistema
matricial (Figura 5-1), la cantidad de principio activo liberado es proporcional a la fraccion de
excipiente hidrolizado, y su velocidad de liberacion depende en gran medida de la composicion de
los fluidos digestivos ya que su erosion se produce por hidrolisis lipidica (Costa et al., 2004, p.262).

Ofrecen numerosas ventajas como son carga mejorada, liberacion controlada, focalizacion, mayor
estabilidad de almacenamiento fisico-quimico y proteccion del activo frente a degradacion
bioldgica que a su vez pueden conducir a una mejora de la potencia del farmaco (Rawat et al., 2012,
p.245).Al tratarse de matrices lipidicas estas son bien toleradas por el tracto gastrointestinal lo que lo

hace ideal para la administracién de farmacos que son irritantes para la mucosa gastrointestinal
(Costa et al., 2004, p.262).

Matriz + Farmaco Matriz erosionada

Liberacion

Difusion

Farmaco

Figura 5-1. Proceso de liberacion del activo de una matriz lipidica.
Fuente: Costa et al., 2004, p.261.

1.1.6. Métodos de microencapsulacion

De forma general estos métodos se pueden clasificar en quimicos, fisicos o fisico-quimicos los

cudles aplican técnicas especificas de acuerdo a las caracteristicas de las sustancias a utilizarse. La

seleccion del método utilizado depende del tipo de aplicacion que se les dara a las microesferas. Se
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deben tomar en consideracién aspectos como el tamafio de particula deseado, el mecanismo de
liberacién del farmaco, y las caracteristicas fisico-quimicas tanto del agente de recubrimiento como
del principio activo (Lozano et al, 2012, p.53). Dentro de los métodos méas utilizados se encuentran la

reticulacion, gelificacion i6nica, emulsion y precipitacion / coacervacion (Akbar y Ahmed, 2017, p.278).

1.1.6.1. Gelificacion ionotrépica

El alto grado de protonacion del quitosano le confiere la propiedad de formacion de hidrogeles
cuando se encuentra en presencia de polianiones especificos como fosfatos, citratos y sulfatos
(Grenha, 2012, p.291). EI método se basa en la interaccion electrostatica que existe entre los grupos
amino cationicos del quitosano y los grupos aniénicos de los polianiones, siendo uno de los mas
utilizados puesto que no requiere el uso de solventes organicos o proporcionar altas temperaturas al
medio. Por lo tanto, el uso de este método es ideal para aquellas sustancias que tiene la

particularidad de ser termosensible como péptidos, proteinas, hormonas y vacunas (Rajitha et al., 2016,
p.1179).

1.1.6.2. Emulsién

En este método el farmaco es disuelto en una fase interna (solucién orgéanica que contiene al agente
encapsulante), posteriormente se emulsiona al adicionar una fase externa la cual contiene un
tensoactivo que evita que se produzca agregacion y coalescencia. Posteriormente mediante
agitacion se van formando los glébulos en los que se posteriormente se encapsulara el farmaco. Las
particulas pasan por un proceso de separacion, lavado y secado. El tamafio de las microesferas
obtenidas estara influenciado por variables como la velocidad de agitacion, viscosidad y tensoactivo
(Lozano et al, 2012, p.52). Este método se considera riguroso, y es principalmente aplicado a farmacos
hidr6fobos puesto que proporciona una alta eficiencia de atrapamiento (Rajitha et al., 2016, p.1179).
Emulsificacion seguido de evaporacion del disolvente
En este sistema la fase interna que contiene el agente encapsulante es un solvente organico que
presenta una solubilidad limitada respecto a la fase externa (Lozano et al., 2012, p.58). A continuacion,
se describe de forma detallada los pasos a seguir para su elaboracion:

e El principio activo es disuelto en la fase interna (solucién orgénica que contiene al agente
encapsulante).

e La fase interna es emulsionada en la fase externa la cual contiene un agente estabilizante

(tensioactivo) que evita fendmenos de agregacion o coalescencia.
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e La mezcla obtenida se somete una agitacion constante que da como resultado la evaporacion
del solvente y la formacion de microesferas poliméricas en las que se encuentra encapsulado el
principio activo.

e Las microesferas formadas son separadas y lavadas con solventes organicos para eliminar los
restos de la fase oleosa.

e  Finalmente, las microesferas son secadas.

Tipos de emulsiones

» Emulsiones simples

Emulsion aceite en agua (O/W): pequefias gotas de caracter lipidico (fase oleosa) se encuentran
dispersas en una fase continua acuosa (Figura 6-1).

Emulsion agua en aceite (W/O): pequefias gotas de caracter acuoso se encuentran dispersas en una

fase continua oleosa.

(, O OQO

lmcrfu}( W O O \
w O O Interfase W/O
A O3

Figura 6-1. Representacién grafica de emulsiones simples.
Fuente: Freire, M, 2018, p.32.

» Emulsiones maltiples

Son sistemas multicompartimentalizados que se caracterizan por presentar simultaneamente
emulsiones de aceite en agua (O/W) y de agua en aceite (W/O). Este tipo de emulsiones presenta
tres fases, dos acuosas y una lipidica separadas por interfases estabilizadas por surfactantes

hidrofilicos y lipofilicos. Las pequefias gotas de agua se encuentran dispersas dentro de glébulos de
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grasa, los mismos que a su vez estan dispersos en una fase continua acuosa formando asi un sistema

(W1/O/W>) (Figura 7-1).
O © t— Emulsion W /O (Primaria)
o OQO o
O 4= Emulsién W /O/W,

s [nterfase W -O

Interfase O-W,

Fase acuosa interna st

Fase lipidica

Fase acuosa externa

Figura 7-1. Representacion grafica de emulsiones

multiples W/O/W
Fuente: Jiménez, F, 2013, pp.1413.

Las gotas ya formadas tienen la capacidad de retener, proteger principios activos y producir una
liberacién controlada desde el interior de una fase a otra, por lo tanto, este tipo de emulsiones son

ideales para microencapsulacién de hormonas, esteroides, anticancerigenos (Jiménez, F, 2013, pp.1415).

»  Micro-emulsion seguida de evaporacion del disolvente

Sigue una serie de procedimientos en los que la fase interna contiene un agente encapsulante siendo
este un disolvente organico, el cudl presenta una solubilidad limitada respecto a la fase externa. El
farmaco es disuelto en la fase interna para posteriormente emulsionarse en la fase externa que
contiene un tensioactivo que estabiliza la emulsion. Finalmente se elimina el disolvente con
agitacién constante formandose asi globulos poliméricos que son separados, lavados y secados

(Lozano et al., 2012, p.58).
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1.1.6.3. Coacervacién/precipitacion

Este método consiste en primer lugar la formacion de una emulsién estable la cual contiene una
solucion de quitosano con farmaco dispuestos en parafina liquida. Posteriormente se realiza una
segunda emulsion con la solucion acuosa de quitosano e hidroxido de sodio. Finalmente, las dos
emulsiones son mezcladas mediante agitacion a alta velocidad, produciéndose asi una colisién
aleatoria entre las gotitas que da como resultado la fusion y precipitacion de las microesferas (Rajitha
et al., 2016, p.1180). Este método no se aplica para encapsular compuestos solubles en agua, debido a

que se disuelven en la solucién polimérica y conduce a una liberacion rapida del activo (Lozano et al.,
2012, p.57).

» Biopolimeros

Los biopolimeros se definen como polimeros biodegradables cuya fuente de obtencion es renovable
e incluye plantas, animales o fuentes microbianas. Los biopolimeros son abundantes en la
naturaleza y presentan propiedades como biodegradabilidad y biocompatibilidad lo cual lo hace
ideal para aplicaciones médicas (Anubhut, 2019, p.1895). Los méas conocidos son el quitosano, acido
polilactico (PLA), acido poliglicolico (PGA) y acido lactico-co-glicolico (PLGA), los cuales tienen
gran facilidad de procesamiento; siendo el quitosano uno de los més utilizados en aplicaciones

farmacéuticas como matriz para liberacién controlada de medicamentos (71guez, 2016, p.320).

1.1.7. Quitosano

El quitosano es un polimero natural derivado de la desacetilacion de la quitina y su estructura se
compone de unidades de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina con un grupo amino (NH2) y
dos grupos hidroxilo (OH) en cada unidad glucosidica repetitiva (Figura 8-1) (Akbar y Ahmed, 2017,
p.275). El quitosano deriva de fuentes renovables no tdxicas que incluyen estructuras esqueléticas de

hongos, gusanos y especificamente de artrbpodos como crustaceos e insectos (Rajitha et al., 2016,
p.1177).
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Figura 8-1. Estructura quimica del quitosano
Fuente: Larez, C, 2006, p.16.

Aunque la quitina es de naturaleza hidrofoba su derivado desacetilado presenta un caracter
hidrofilo, pero insoluble en agua y soluble en soluciones cidas acuosas diluidas que presenten un
pKa inferior a 6.3. El quitosano en medio &cido pasa a ser un polielectrolito a causa de la
protonacién de -NH2 y la posicion C-2 de las unidades repetidas de D-glucosamina, esto produce
una repulsién entre las unidades monomeéricas, permitiendo que entren mas moléculas de disolvente

y, por lo tanto, conduce al hinchamiento del polimero (Rajitha et al., 2016, p. 1181).

1.1.7.1. Aplicaciones

Al ser un polimero obtenido de fuentes naturales presenta dos propiedades excepcionales como son
su biocompatibilidad y biodegradabilidad; ademas de una acentuada actividad antimicrobiana y baja
inmunogenicidad (Akbar y Ahmed, 2017, p.276). Estas caracteristicas hacen que sea utilizado en
numerosas areas como alimentos, biotecnologia, agricultura, cosmética e incluso productos

farmacéuticos puesto que es considerado un buen material de alojamiento para fArmacos (Rajitha et
al., 2016, p.1178).

1.1.7.2. Propiedades fisico-quimicas

> pH y solubilidad

El quitosano presenta estabilidad cuando se encuentra formando una solucion a un pH 7 y a
temperatura ambiente. Su solubilidad esté influenciada por el grado de desacetilacién, el mismo que
depende de la cantidad de copolimeros presentes, su peso molecular peso y fuente (Rajitha et al., 2016,
p.1178). Cuando el pH es bajo el quitosano se mantiene como especie policationica puesto que existe
una protonacion del grupo amino lo cual aumenta la solubilidad. Ademaés, la protonacion puede ser

revertida a través de un proceso de sulfonacién que manifiesta su caracter anionico confiriéndole
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una mejor fluidez de la pasta, alta relacién de reduccion de agua y propiedad anticoagulante (Akbary
Ahmed, 2017, p.274).

> Peso molecular y grado de desacetilacion

El grado de desacetilacion del quitosano constituye la relacién porcentual entre la cantidad de
unidades de N-glucosamina y la cantidad total de monomeros en el polimero y puede ser definido
como el grado de pureza.

El grado de desacetilacion del quitosano debe ser mayor al 50% 0 a su vez presentar un contenido
de nitrégeno mayor a un 7% (Barragan et al., 2016, p.771).

El peso molecular del quitosano depende del método por el cudl es extraido, por lo tanto,
condiciones como temperatura y reactivos utilizados pueden producir un acortamiento de la cadena.
Son varias las propiedades que se ven condicionadas por el peso molecular e incluyen solubilidad,

viscosidad, y propiedades bioldgicas del quitosano (Giraldo, 2015, p.1).

> Propiedades bioldgicas

El grupo funcional de amina primaria del quitosano actia como un sitio reactivo para una variedad
de nuevos grupos de union usando condiciones de reaccion leves. Esta conformacion estructural le
atribuye propiedades bioldgicas como son la mucoadhesion, provision controlada de farmacos,
transfeccion, gelificacion in situ, aumento de la permeacion, focalizacién del colon e inhibicion de
la bomba de flujo. La propiedad de bioadhesién hacen que este se adhiera a los tejidos blandos y

por lo tanto sea utiliza en ortopedia, odontologia, oftalmologia y en medidas quirQrgicas (Akbar y
Ahmed, 2017, p.275).

> Biodegradacion

El sistema biodegradable interact(a con el entorno circundante y se degrada simultaneamente con la
liberacion del farmaco. En este tipo de sistema, el farmaco se distribuye en el sistema biodegradable
de manera similar al sistema matricial. Lograr la degradacion controlada, incluyendo la escision de
la cadena principal, la escision de la cadena lateral, la escision por reticulacion y la transferencia de
la cadena.

Luego, la disolucion impulsa la desintegracién del sistema en pequefias particulas capaces de

inducir multiples procesos celulares, incluida la fagocitosis (Giraldo, 2015, p.3).
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1.1.8. Caracterizacion de microesferas

1.1.8.1. Andlisis de tamafio

La difraccion de laser es el método mas eficaz para determinar la distribucién de tamafios desde
unos pocos nandémetros a unos pocos milimetros, incluyendo a las microesferas que miden
aproximadamente entre 1 a 1000 nm (Lozano et al., 2012, p.59). Se recomienda hacer uso de multiples
técnicas como son la microscopia de fuerza atémica (AFM) o la microscopia electrénica de
transmision (TEM) combinada con la dispersion dinamica de luz (DLS).AFM o TEM permiten
obtener informacion de tamafio con base en la naturaleza cualitativa, mientras que la de DLS arroja

informacion de carécter cuantitativo ademas de una imagen mas amplia de toda la muestra (Hembram
etal., 2014, p.307).

1.1.8.2. Andlisis morfoldgico

La microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia electronica de transmision permiten
obtener informacién de la morfologia de las microesferas (Lozano et al., 2012, p.59). SEM se
fundamenta en el empleo de un haz de electrones de alta energia que escanea la superficie de la
muestra después de que esta ha pasado por el proceso de secado cubriéndose con una capa de oro o
platino. Permite observar de forma directa la superficie de las microesferas, asi como también

proporciona informacion sobre el tamafio (Hembram et al., 2014, p.310).

1.1.8.3. Analisis quimico

» Evaluacidn de la eficacia de la encapsulacion y el analisis de capacidad de carga

La eficacia de encapsulacion (EE) representa la relacion gue existe entre la cantidad de farmaco
encapsulado y la cantidad total de farmaco usado en la formulacion. Para ello la muestra es
centrifugada para precipitarla y separarlas del medio liquido. Posterior a ello se procede a
determinar la cantidad de fArmaco presente por métodos de espectrofotometria (Lozano et al., 2012,
p.59). La carga tedrica del farmaco es determinada mediante un célculo en el que se asume que todo
el fArmaco presente en la solucion de quitosano queda atrapado en las microesferas y no ha existido

ningun tipo de pérdida durante la elaboracion (Mitray Dey, 2011, p.357).
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> Anadlisis de la cinética de liberacion

La liberacion del farmaco a partir de las microesferas depende de factores como morfologia,
tamafio, las propiedades fisicoquimicas del farmaco y la presencia de excipientes. Especificamente
la liberacion in vitro depende de factores intrinsecos como pH del medio, la polaridad y la presencia
de enzimas en las soluciones (Mitra y Dey, 2011, p.358). En el estudio de liberacion se calcula el
porcentaje de farmaco que es liberado desde las microesferas cuando se encuentran en un medio de
disolucion en funcion del tiempo. EI mecanismo por el cual se libera el farmaco de las
microparticulas se determina calculando la cinética de liberacion, un valor que si arroja resultados
de 0,5 infiere que se rige al mecanismo de difusion de Fick; mientras que si se encuentra en un valor

de entre 0,5y 1 indica que su mecanismo de transporte es andmalo (Lozano et al., 2012, p.60).

1.1.9. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Constituyen un grupo de farmacos con estructura quimica heterogénea, pero comparten actividad
antipirética, analgésica y antiinflamatorio al inhibir a la enzima ciclooxigenasa (COX) y por lo tanto
la formacion de prostaglandinas y tromboxanos. Su accién analgésica, antipirética y
antiinflamatoria se produce al inhibir especificamente a la COX-2; sin embargo, algunos de los
AINES pueden llegar a inhibir tanto a COX-2 como a COX-1 y llegar a causar trastornos
gastrointestinales (Loza, 2011, p.89). Es por ello, que a pesar de presentar una eficacia similar cada

farmaco tiene su propio perfil de seguridad (Marcén et al., 2015, p.74).

1.1.9.1. Efectos adversos

Cuando existen enfermedades agudas se aconseja hacer uso de los AINES por el menor tiempo
posible y administrar una dosis que sea tolerada y a la misma vez proporcionar la eficacia deseada
(Loza, 2011, p.90). Se indica que los AINES de forma general pueden causar trastornos
gastrointestinales y cardiovasculares, que varian de acuerdo con el farmaco, dosis utilizada,
frecuencia, y factores de riesgo del paciente. Los efectos adversos pueden ser petequias, seguido de

Ulceras, hemorragia, perforacion de intestinos y llegar a la muerte (Marcén et al., 2015, p.75).
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1.1.10. Diclofenaco sédico

Farmaco derivado del &cido fenilacético al cual se le atribuye propiedades analgésicas, antipiréticas
y antiinflamatorias puesto que forma parte del grupo de AINES; sin embargo, su potencia es
significativamente mayor a la producida por el resto de AINES. Esté indicado principalmente en
casos de artritis reumatoide debido a que actda inhibiendo la migracién leucocitaria y altera los
procesos celulares e inmunoldgicos en tejidos mesenquimatoso y conectivo. Por lo tanto, en casos
de artritis reumatoide disminuye el dolor, entumecimiento aumentando la capacidad funcional. Su
vida media en plasma es de entre 1.8 a 2 h y sus efectos adversos son los pertenecientes a los

AINES (Rodriguez, 2013, p.230).

1.1.10.1. Propiedades fisico-quimicas

La Farmacopea de los Estados Unidos Americanos define al diclofenaco soédico como “Polvo
cristalino, blanco o ligeramente amarillento, ligeramente higroscépico, bastante soluble en agua,
facilmente soluble en metanol, soluble en alcohol y poco soluble en acetona. Funde a
aproximadamente 280 °C, con descomposicion.” (USP 35-NF30, 2012, p.1238). Su formula estructural se

observa en la Figura 8-2.

HO ]

cl Cl

Figura 9-1. Estructura
quimica de diclofenaco
sodico

Fuente: CIMA ,2016, p.1.
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1.1.10.2. Propiedades farmacocinéticas

» Absorcion

Su absorcion es rapida, sin embargo, su efecto se retrasa debido al recubrimiento entérico del
comprimido. Tiene una concentracién plasméatica maxima media de 1,5 microgramos/ml que se
alcanza dos horas después de la ingestion, su paso a través del estbmago es mas lento y la cantidad
de sustancia activa absorbida permanece estable. Puesto que aproximadamente la mitad de la
sustancia activa sufre un efecto de primer paso hepatico, cuando es administrado por via oral o
rectal, su &rea bajo la curva (AUC) es aproximadamente la mitad en comparacién con la obtenida
por una administracion via parenteral. Siempre que se respeten los intervalos de dosificacién no

existirda una acumulacion del farmaco.

> Distribucion

Su unién a proteinas plasmaticas es de 99,7%, mayoritariamente a albumina (99,4%). Su volumen
aparente de distribucion es de 0,12-0,17 I/kg. El farmaco se difunde al liquido sinovial, presentando
concentraciones maximas después de 2-4 horas tras haberse alcanzado los valores plasméticos
maximos. Dos horas después de alcanzar las concentraciones plasmaticas méximas, las
concentraciones de sustancia activa son ya mas elevadas en el liquido sinovial que en plasma y se

mantienen mas altas durante 12 horas con una semivida de eliminacion a partir del liquido sinovial.

> Biotransformacion

Parte por glucuronidacion de la molécula intacta, pero principalmente por hidroxilacion simple y
multiple y metoxilacién, dando lugar a varios metabolitos fendlicos (3-hidroxi-, 4"-hidroxi-, 5-
hidroxi-, 4°5-dihidroxi- y 3"-hidroxi-4"-metoxidiclofenaco), los que son transformados en
conjugados glucurénidos. Dos de estos metabolitos fendlicos son biol6gicamente activos, pero en

menor grado que la molécula de diclofenaco.

> Eliminacion

Su aclaramiento total del plasma es de 263 + 56 ml/min. Mientras que su semivida terminal es de 1-

2 horas las semividas plasmaéticas que cuatro de sus metabolitos producidos en la biotransformacion
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tienen de 1-3 horas. EI metabolito 3 -hidroxi-4"-metoxidiclofenaco tiene una semivida plasmatica
mas larga, pero es practicamente inactivo. EI 60% de la dosis administrada es excreta por la orina
como conjugado glucurénido de la molécula intacta y como metabolitos. Aproximadamente menos

del 1% se excreta como sustancia inalterada y el resto de la dosis es eliminada a través de las heces
(CIMA 2016, pp. 11-12).

1.1.10.3. Propiedades farmacodinamicas

» Mecanismo de accion

Es un compuesto no esteroideo con marcadas propiedades, antiinflamatorias, analgésicas y
antipiréticas. Estas propiedades se deben a la inhibicion de la biosintesis de prostaglandinas, puesto
gue desempefian un papel esencial en la aparicién de la inflamacion, del dolor y de la fiebre.

» Efectos farmacodinamicos

Las propiedades antiinflamatorias y analgésicas proporcionan una mejoria de los signos y sintomas,

tales como dolor en reposo, dolor en movimiento, rigidez matinal, tumefaccion de las

articulaciones, y una mejora de la capacidad funcional (CIMA ,2016, p. 10).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de investigacion

La investigacion se desarroll6 en los laboratorios de Tecnologia Farmacéutica y Toxicologia
pertenecientes a la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
“ESPOCH”.

2.2. Tipo de estudio y disefio de la investigacién

2.2.1. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion segln el método utilizado es de tipo cuantitativo ya que se realiz6 la
determinacién de la cantidad de principio activo encapsulado, asi como la eficiencia de
microencapsulacion de las microesferas de quitosano; segun el objetivo se efectud una investigacion
de tipo aplicada, ya que se toma como base la informacion teorica de las formas farmacéuticas de
liberacion modificada para generar formulaciones que solucionen los efectos secundarios de los
medicamentos de liberacion inmediata. Considerando la investigacion segun su periodo temporal

fue transversal ya que se efectu6 durante un periodo académico ordinario.

2.2.2. Disefio de la investigacion

La investigacion es experimental, puesto que se realizé la manipulacién de variables medibles, la
aplicacion de técnicas y métodos cientificos; los mismos que permitieron obtener los datos
necesarios para deducir que pardmetros especificos influyen directamente en la obtencion de
microesferas de quitosano cargadas de diclofenaco sodico. El laboratorio donde se realizé permitio
al investigador tener condiciones experimentales controladas, asi como una manipulacién

deliberada de las variables.

2.3. Poblacién de estudio

La poblacion de estudio estd constituida por las formulaciones de microesferas de quitosano
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cargadas de diclofenaco sodico elaboradas mediante el método de emulsion.

2.4. Tamano de la muestra

La muestra corresponde a la misma poblacion de estudio.

2.5. Meétodo de muestreo

Se aplicé un muestreo no probabilistico por conveniencia puesto que esta técnica permite escoger a

las microesferas al azar de acuerdo a los criterios del investigador es decir aquellos casos méas

accesibles y con mayor proximidad (Otzen y Manterola, 2017, p. 230).

2.6. Variables

2.6.1. Variable dependiente

Caracteristicas fisico-quimicas de las microesferas formuladas

2.6.2. Variable independiente

Materias primas usadas en la formulacion de microesferas

2.7. Materiales, equipos y reactivos

2.7.1. Materiales de laboratorio

e  Vasos de precipitacion de 100, 250 y 500 ml
e  Baldn de aforo de 250, 500 y 100 ml
e Varilla de agitacion
e Piseta
e Kitasato de 500 ml
e  Embudo Biichner
e  Manguera para bomba al vacio
e Cajas Petri
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e Pipetasde5y 10 ml
e Jeringade1ly 10 ml
e  Probeta de 100 m

e Camara de Neubauer

2.7.2. Equipos

e Balanza Analitica RADWAG AS 220.R2
e  Agitador magnético DRAGON LAB MS-S
e  Microscopio 6ptico OLYMPUS CX31

e Bomba de vacio

e Mezclador de alto Cizallamiento Silverson L5M-A

e pH metro BENCHTOPMETER
e Disolutor VanKel VK 6010

2.7.3. Reactivos

e  Quitosano desacetilado >90% (CHEMSAVERS)
e Acido acético 5%

e  Aceite mineral

e  Eter de petr6leo

e  Tween-80

e  Glutaraldehido 25%

e  Bisulfito de sodio 5%

e Hexano

e  Aguadestilada

e Fosfato monobaésico de potasio

e Hidroxido de sodio

2.8. Métodos de recoleccion de datos

2.8.1. Preparacion de soluciones
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2.8.1.1. Solucién de quitosano al 2%

Debido a que el quitosano se caracteriza por ser un polimero insoluble en agua, pero soluble en
soluciones acuosas de acidos organicos, el medio de disolucion a eleccion es el &cido acético, para
la cual se procede a:

o Colocar 2 gramos de quitosano en 100 ml de una solucion de acido acético 5% (v/v)

o Adaptar la malla de agujeros cuadrados al mezclador de alto cizallamiento y programar a
una velocidad de 2500 rpm

o Homogenizar la mezcla durante 10 minutos hasta observar una solucion viscosa (Denkbas et
al., 2008, p. 742).

2.8.1.2. Solucidn aceite mineral/éter de petréleo (60/40)

. Colocar en un vaso de precipitacion 60 ml de aceite mineral y 40 ml de éter de petréleo
(Denkbas et al., 2008, p. 742).

o Homogenizar por 5 minutos con ayuda de un agitador magnético.

2.8.1.3. Solucién tampon fosfato pH 7,5

Para la preparacién de 1 litro del medio que pretende simular el pH intestinal:

. Disolver 6,805 g de fosfato monobasico de potasio en 250 ml de agua destilada
. Trasvasar a un balon de aforo de 1000 ml y adicionar 195,5 ml de Hidréxido de sodio 0,2M
. Aforar con agua destilada (USP 41-NF 36, 2018, p.5748).

2.8.1.4. Solucion de bisulfito de sodio 5%

Solucidn utilizada para el lavado de las microesferas una vez reticuladas:
o Colocar 5 g de bisulfito de sodio en 50 ml de agua destilada en agitacién constante hasta su
completa disolucion

. Trasvasar a un balén de 100 ml y aforar con agua destilada (Denkbas et al., 2008, p. 742).
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2.8.2. Preparacion de microesferas

Las microesferas se preparan mediante el método de micro-emulsion seguido de evaporacion del
disolvente, el cudl utiliza agentes tensioactivos y reticulantes en constante agitacion (Rajitha et al.,
2016, p.1179).

A continuacidn, se describe de forma secuencial el procedimiento de elaboracion:

e Colocar 100 ml de la solucion aceite mineral / éter de petréleo (60/40, v/v) en un vaso de
precipitacion de 250 ml.

e Incorporar con ayuda de una jeringa 10 ml de la solucién de Quitosano 2% y la cantidad de
TWEEN 80 que corresponde en cada formulacién (0,5;1;2 ml) respectivamente.

e  Colocar en un agitador magnético cada formulacion y agitar segun lo que se observa en la tabla
2-2 durante 10 minutos.

e  Detener la agitacion y se colocar 1 ml de glutaraldehido

e Reanudar la agitacion y mantenerla durante 1 hora.

e Detener nuevamente la agitacion y colocar 0,5 ml de glutaraldehido, se sigue el mismo
procedimiento después de transcurrida otra hora mas.

e Al final de 3 horas de haberse agitado la solucién dejar reposar por aproximadamente 1 hora

o  Filtrar al vacio con ayuda de un Kitasato y embudo Buichner con su respectivo papel filtro.

e Lavar las microesferas con 100 ml de agua destilada para quitar el exceso de la fase oleosa,
después lavar con 30 ml de éter de petroleo y finalmente con 30 ml de bisulfito de sodio.

e En el caso de observa que presentan residuos de grasa lavar con la suficiente cantidad de agua
destilada hasta observar que las esferas estan totalmente desengrasadas.

e  Secar las microesferas a temperatura ambiente durante 24 horas (Denkbas et al., 2008, p. 742).

2.8.3. Estandarizacion del método de elaboracion de microesferas

Se identificaron dos parametros que influyen directamente en la obtencion de microesferas con las
caracteristicas optimas, para ello se procede a realizar dos experimentos en los cuéles se modifica la
incorporacion del agente emulsificante y reticulante. (Denkbas et al., 2008, p. 742).

2.8.4. Incorporacion del agente Emulsificante

Se realizan dos formulaciones Tabla 1-2:
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« Laprimera F-A en la cual se incorpora el agente emulsificante antes de la agitacion del medio
de quitosano.
. La segunda F-B en la que el agente emulsificante se incorpora en forma de hilo mientras el

medio de quitosano permanece en agitacion constante (Denkbas et al., 2008, p. 742).

Tabla 1-2: Formulaciones utilizadas para la incorporacion del agente emulsificante

Formulacion Solucién de quitosano Solucién éter de Tween 80 (ml) | Glutaraldehido
2% (ml) petroleo/parafina 25% (ml)
liquida (60/40, v/v)
(ml)
F-A 10 100 0,5 (antes de la 1,0:0,5:0,5
agitacion)
F-B 10 100 0,5 (después de 1,0:0,5:0,5
la agitacion)

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

Para continuar con el siguiente paso en la elaboracion las microesferas se debe evaluar mediante la
visualizacion microscépica que las microesferas cumplen con una forma esférica y un tamafio de
entre 1-1000 pum.

2.8.5. Elaboracion de microesferas de quitosano
Una vez identificado el mejor método de incorporacion de los activos se procede a preparar 3
formulaciones por triplicado utilizando diferentes cantidades de agente estabilizante (TWEEN 80) y

manteniendo constante las cantidades de las demas sustancias como se muestra en la tabla 2-2.

Tabla 2-2: Formulaciones para la elaboracion de microesferas de quitosano sin principio activo.

Formulacion Solucién de | Solucién éter de | Tween 80 (ml) | Glutaraldehido | Velocidad de
quitosano 2% | petrdleo/parafina 25% (ml) agitacion
(ml) liquida (60/40, viv) (rpm)
(ml)
F1-1 10 100 0,5 1,0:0,5:0,5 1500
F1-2 10 100 0,5 1,0:0,5:0,5 1500
F1-3 10 100 0,5 1,0:0,5:0,5 1500
F2-1 10 100 1,0 1,0:0,5:0,5 1500
F2-2 10 100 1,0 1,0:0,5:0,5 1500
F2-3 10 100 1,0 1,0:0,5:0,5 1500
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F3-1 10 100 2,0 1,0:0,5:0,5 1500
F3-2 10 100 2,0 1,0:0,5:0,5 1500
F3-3 10 100 2,0 1,0:0,5:0,5 1500
Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

2.8.6. Elaboracion de microesferas de quitosano cargadas con diclofenaco sodico

Para la carga del principio activo seleccionar las formulaciones que dan como resultado
microesferas con mejores caracteristicas morfolégicas.

Las cantidades de principio activo que se incorporan para las formulaciones es de 0,25 y 0,50 g
como se detalla en la tabla 3-2.

A continuacion, se describe de forma detalla cada uno de los pasos para incorporar el principio
activo durante la formulacion.

e Colocar 10 ml de la solucién de quitosano 2% en un vaso de precipitacion y adicionarla
cantidad de principio activo de acuerdo con la tabla 3-2

e  Homogenizar con ayuda de un mezclador de alto cizallamiento adaptando la malla de agujeros
cuadrados, programar una velocidad de 2500 rpm durante 20 minutos hasta observar una solucion
viscosa (Solucién A) (Denkbas et al., 2008, p. 742)

e  Colocar 100 ml de la solucion aceite mineral / éter de petr6leo (60/40, v/v) en un vaso de
precipitacion de 250 ml (Solucion B)

e Incorporar con ayuda de una jeringa 10 ml de la Solucion A en Solucion B

Incorporar TWEEN 80 como corresponde en cada formulacion (0,5;1;2 ml) respectivamente.

Colocar en un agitador magnético a 1500 rpm durante 10 minutos.

Detener la agitacion y colocar 1 ml de glutaraldehido

Reanudar la agitacién y mantenerla durante 1 hora.

Detener la agitacion y colocar 0,5 ml de glutaraldehido reanudando la agitacion durante 1 hora

Detener la agitacion y colocar 0,5 ml de glutaraldehido reanudando la agitacién durante 1 hora
més

e  Dejar reposar la emulsion formada durante 1 hora

e Filtrar al vacio con ayuda de un Kitasato y embudo Buichner con su respectivo papel filtro.

e Lavar las microesferas con 100 ml de agua destilada para quitar el exceso de la fase oleosa,
después lavar con 30 ml de éter de petroleo y finalmente con 30 ml de bisulfito de sodio.

e En el caso de observa que presentan residuos de grasa lavar con la suficiente cantidad de agua

destilada hasta observar que las esferas estan totalmente desengrasadas.
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e  Secar las microesferas a temperatura ambiente durante 24 horas (Denkbas et al., 2008, p. 742).

TABLA 3-2: Formulaciones para la elaboracion de microesferas de quitosano cargadas de

diclofenaco sédico.

Formulacion Solucion de | Cantidad de | Solucion éter de | Tween 80 (ml) Velocidad  de
quitosano 2% | principio activo | petrdleo/parafina agitacion (rpm)
(ml) (9) liquida  (60/40,

v/iv) (ml)

Fla 10 0,25 100 0,5 1500

Fib 10 0,50 100 0,5 1500

F2a 10 0,25 100 1 1500

F2b 10 0,50 100 1 1500

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

2.8.7. Mecanismo de secado

El secado de las microesferas se realiza a temperatura ambiente dejando reposar en una superficie
que absorba la humedad y que a su vez no puede devolverla a las esferas.
Las microesferas se depositan en papel Kraft dejando reposar durante 24 horas en un lugar fresco y

separados de otras zonas que puedan generar algin tipo de contaminacién (Olivera et al.,2012, p.240).

2.8.8. Caracterizacion fisico-quimica de microesferas

2.8.8.1. Tamafio y morfologia

Para la evaluacién fisica de las microesferas se usa un microscopio 6ptico OLYMPUS CX31
utilizando el objetivo de 40X y se procede a:

e  Colocar una camara de Neubauer en el objetivo del microscopio

e Seleccionar de forma aleatoria 4 esferas de cada formulacion y con ayuda de una aguja
colocarla en la cuadricula de la cAmara para posteriormente alinearla y determinar su tamafio.

« Medir el didmetro de Feret ya que las microesferas no presentan sus bordes completamente
esféricos, sino que tienen irregularidades microscopicas como se observa en la figura 1-2. Se mide

la distancia que existe entre las dos tangentes en lados opuesto de la microparticula (Raposo, 2014,
p.19).
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Figura 1-2: Didmetro de Feret.
Fuente: Raposo, 2014.

Como se puede observar en la imagen figura 2-2 las dimensiones de las cuadriculas permiten
determinar el tamafio aproximado de las microesferas, tomando como valor minimo un tamafio de

0,25 mm se procede a medir en el cuadrante medio izquierdo delineado de color azul (Garrait et al.,
2014, p.363) (Budianto et al., 2020, p.525).
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Figura 2-2: Camara de Neubauer con sus

dimensiones
Fuente: Marienfeld, 2021.

2.8.8.2. Pérdida de humedad

Método gravimétrico:
o Pesar las microesferas una vez lavadas
o Pesar las microesferas después de secarlas durante 24 horas a temperatura ambiente (Martines
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etal., 2010, p.2). A continuacion, se muestra la férmula a usar:

Pérdida de humedad (%) =("-"*) x 100

Siendo:
m: peso(gramos)de microesferas antes de la deshidratacion

m1: peso (gramos) de microesferas después de la deshidratacion.
2.8.8.3. Rendimiento de las formulaciones de microesferas

Esta determinacion permite conocer cuél es la mejor formulacion respecto a la cantidad final de
microesferas obtenidas. De esta forma se procede a:
. Pesar las sustancias solidas utilizadas en la emulsion

o Pesar las microesferas después de filtradas, asi como se muestra en la siguiente formula
(Zavaet al., 2014, p.119).

Rendimiento (%) = (%) x 100
Donde:

ME: peso de las microesferas

MS: peso del material s6lido utilizado
2.8.8.4. Cuantificacion de principio activo

Para determinar la cantidad de farmaco encapsulado en las microesferas se procedi6 a elaborar una
curva de calibracion utilizando un estandar de diclofenaco sédico y midiendo la absorbancia por
espectrofotometria UV a una longitud de onda de 276 nm, utilizando como blanco el medio tampon
fosfato pH 7,5.

A continuacion, se detalla el proceso de cuantificacion de principio activo para las microesferas
obtenidas de cada formulacion:

e Pesar 100 mg de microesferas y triturar con ayuda de un mortero hasta su pulverizacion.

e  Colocar el pulverizado en un balén de aforo de 10 ml y aforar con solucién tampon fosfato pH
7,5.

e  Filtrar y medir por espectrofotometria UV a una longitud de onda de 276 nm.
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2.8.8.5. Eficiencia de microencapsulacién

Este pardmetro es un indicativo de calidad del método utilizado, por lo tanto, mientras se encapsule
una mayor fraccion del farmaco indicaria que el método tiene una mayor eficiencia de
microencapsulacion (Saez, 2007, p.104).

Para el calculo se expresa en términos de porcentaje haciendo uso de la siguiente férmula:

Carga practica del farmaco
gap f ) 100

Eficiencia de microencapsulacion (%) =( —. -
Carga tedrica del farmaco

Donde:
Carga préactica del farmaco: Cantidad de farmaco en las microesferas una vez lavadas y secadas.
Carga tedrica del farmaco: Cantidad de farmaco colocado inicialmente en la solucién de quitosano

asumiendo que no existié ninguna pérdida durante la elaboracion (Mitray Dey, 2011, p.357).

2.8.8.6. Cinética de disolucion

Se sigue el procedimiento de desempefio para tabletas de liberacion prolongada de diclofenaco
sodico descrito en la USP 41-NF 36 utilizando un disolutor modelo VanKel VK 6010 y en las

condiciones que se detallan en la tabla 5-2.

Tabla 4-2: Condiciones para la cinética de disolucion de microesferas con diclofenaco sédico.

MEDIO 900 ml de solucién amortiguadora de fosfato pH 7,5
APARATO 2

ALICUOTA 5ml

TIEMPOS DE TOMA DE ALICUOTA 1,2,4,6,10 horas

DETECTOR Espectrofotometro UV 276 nm

Fuente: USP 41-NF 36, 2018, p.5748.
Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.
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CAPITULO Il
3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION
Se obtuvieron los resultados del proceso de elaboracién de microesferas de liberacion prolongada,
realizando formulaciones experimentales en dos etapas: la primera se basd en la elaboracion de
microesferas sin contener el principio activo y en la segunda etapa se elaboraron microesferas
cargadas de diclofenaco sédico, los cuales se detallan a continuacion.
3.1.Estandarizacion del método de elaboracion de las microesferas

3.1.1. Incorporacidn del agente emulsificante Tween 80

Se elaboraron dos formulaciones incorporando el agente tensoactivo en dos etapas distintas: antes

de iniciar la agitacion y después, como se observa en la tabla 1-3.

TABLA 1-3: Formulaciones utilizadas para la incorporacion del agente emulsificante

Formulacion Solucién de Solucién éter de Tween 80 (ml)
quitosano 2% (ml) petrdleo/parafina liquida
(60/40, viv) (ml)
F-A 10 100 0,5 (antes de Ila
agitacion)
F-B 10 100 0,5 (después de la
agitacion)

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

Una vez realizada la incorporacion del agente emulsificante en las dos formulaciones, se observé en
F-A la formacion de pequefias esferas traslicidas distribuidas de forma homogénea en todo el
medio, a medida que se incorporaba el glutaraldehido su coloracion amarillenta-marrén aumento
gradualmente su intensidad debido a la formacion de enlaces cruzados entre cadenas (Patil et al., 2010,
p.325).

Como establece un estudio similar la utilizacion de una combinacion de parafina liquida y éter de
petrdleo permite obtener microesferas en forma monodispersa, y que fluyen libremente junto con un
tamafio uniforme y més pequefio respecto a las formulaciones en las que Unicamente se utiliza
parafina; el éter de petr6leo permite una mayor difusion del agente reticulante agregado y, por lo
tanto, una reticulacion uniforme y eficiente de las gotas muy pequefias (Piush et al., 2009, p. 1299).
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Para F-B no existio la formacidn de esferas, sino que dio lugar a una masa naranja de aspecto
gelatinoso provocando un fenémeno asociado a la inestabilidad fisica conocido como “cremado”.
Este fendmeno se asume fue causado por una diferencia de densidad de las gotas y el medio, es
decir la densidad de la fase dispersa fue menor que la del medio (Tadros, 2009, p.32). El fenémeno del
cremado es un mecanismo de inestabilidad fisica que provoca la separacién de las fases, y surge
cuando las gotas tienen una densidad menor que la fase dispersa y terminan migrando a la
superficie, sin embargo, puede evitarse si se reduce el tamafio de la gota, si se minimiza la
diferencia de densidades o si incrementa la viscosidad de la fase continua (Alvarez, 2016, p. 15).

La formacién de esa crema o nata impidi6é continuar con la agitacion del medio y, por lo tanto, se

escogid a F-A para continuar con el método de elaboracion de microesferas de quitosano.

3.2. Caracterizacion fisico-quimica de microesferas

3.2.1. Tamafio y morfologia

3.2.1.1. Tamafio de microesferas de quitosano sin principio activo

Para realizar las formulaciones de las microesferas se mantuvo constante condiciones detalladas en
la tabla 2-3.

Tabla 2-3: Formulaciones para la elaboracion de microesferas de quitosano sin principio activo.

Formulacion Solucién de | Solucion éter de | Tween 80 (ml) | Glutaraldehido | Velocidad
quitosano 2% | petroleo/parafina 25% (ml) de agitacion
(ml) liquida (60/40, (rpm)
viv) (ml)
F1-1 10 100 0,5 1,0:0,5:0,5 1500
F1-2 10 100 0,5 1,0:0,5:0,5 1500
F1-3 10 100 0,5 1,0:0,5:0,5 1500
F2-1 10 100 1,0 1,0:0,5:0,5 1500
F2-2 10 100 1,0 1,0:0,5:0,5 1500
F2-3 10 100 1,0 1,0:0,5:0,5 1500
F3-1 10 100 2,0 1,0:0,5:0,5 1500
F3-2 10 100 2,0 1,0:0,5:0,5 1500
F3-3 10 100 2,0 1,0:0,5:0,5 1500

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.
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Tabla 3-3: Tamafio de microesferas de quitosano sin principio

activo.
) Mediciones (um) Media
Formulacion
1 2 3 (um)
F1 650 700 675 675
F2 400 450 425 425
F3 250 300 275 275

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

Dentro del método de emulsion los principales factores que condicionan el proceso son la interfase
agua-aceite, la reaccion de entrecruzamiento y la velocidad de agitacion, para conseguir particulas
con un tamafio de entre 0,5-1000 pm (Zarate et al, 2021, p. 24). Las medidas obtenidas en las
formulaciones que no contienen principio activo oscilan entre un tamafio de 275-675 pm, lo cual se
encuentra dentro del rango de 1-1000 pum (Lozano, et al., 2012, p.51) por lo que todas fueron aceptadas
para el estudio. La variacion en tamafio estuvo condicionada por la cantidad de agente tensioactivo
(tween 80) colocado en las formulaciones, deduciendo que, a mayor cantidad de tensioactivo menor
tamario de particula. Este fendmeno se debe a una disminucion en la tension interfacial que existe
entre las gotitas acuosas y el medio de suspension organico, dando como resultado un aumento en la
concentracion del emulsionante (Denkbas et al., 2008, p.744).

El tamafio de particula y su forma estan relacionados con la velocidad de disolucion, puesto que ha
menor tamafio de las microesferas existird una mayor superficie de contacto (Vila, 2008, p.37).Un
estudio sobre “influencia de los diferentes parametros involucrados en la microencapsulacién
mediante coacervacion complejas”, determiné que, se pueden alcanzar microesferas estables cuando
se alcanzan concentraciones de tensoactivo mayor a su concentracién micelar critica y que ademas,
el tamafio de las particulas depende de factores experimentales como el tipo de tensoactivo, su

balance hidréfilo-lipofilico (HLB) y la velocidad de agitacion (Garcia, 2019, p. 103).

3.2.1.2. Tamafio de microesferas de quitosano cargadas de diclofenaco sédico

Para la siguiente etapa se incorporo el diclofenaco sodico a las formulaciones, sin embargo, en la F3
al adicionar la solucion de quitosano con 1,0 g de principio activo se observo el fendmeno de
inestabilidad fisica conocido como cremado, caso similar fue reportado en una investigacion donde
se evidencio6 que 0,5 g es la mayor cantidad de compuesto farmacoldgico que pudo incorporar en las
microesferas de quitosano cargadas de rutina, ya que se observd la formacidén de macroagregados

cuando se afiadié mayores cantidades del activo (Cosco et al., 2016, p. 12). Por lo tanto, para continuar
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con el proceso se seleccionaron las formulaciones F1y F2.

Tabla 4-3: Formulaciones para elaborar microesferas cargadas de diclofenaco sédico.

. Solucién éter de
Cantidad de . ) .
» o Solucién de petréleo/parafina Tween 80
Formulacion principio . o
) quitosano 2% (ml) liquida (60/40, v/v) (ml)
activo (9)
(ml)

Fla 0,25 10 100 0,50
Fib 0,50 10 100 0,50
F2a 0,25 10 100 1,0
F2b 0,50 10 100 1,0

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

Para determinar el tamafio de las microesferas con principio activo se realizdé la medicion por
triplicado y se obtuvo el tamafio promedio para las diferentes formulaciones como se muestra en la
tabla 5.3.

Tabla 5-3. Tamafio de microesferas de quitosano cargadas con diclofenaco sédico.

Mediciones (um) Media Desviacién
Formulacion )
1 2 3 (um) estandar
Fla 700 750 750 735 28,875
Flb 700 800 750 750 50,000
F2a 450 400 400 415 28,875
F2b 600 650 650 635 28,875

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

El tamafio de las microesferas de quitosano cargadas de principio activo oscila entre 415-750 um,
en comparacion con las microesferas sin carga se produjo un incremento significativo como se
observa en la tabla 3-3 y 5-3, resultado que se atribuye al aumento de sustancia sélida (diclofenaco
sodico) en la formulacién. Segun referencias bibliogréficas el tamafio de particula para microesferas
estan dentro del rango aceptable de 1- 1000 um (Zérate et al, 2021, p. 24).

Un estudio en el que se elaboré microesferas por el método de emulsidn bajo condiciones similares
explica que este incremento de tamafio estaria producido por un aumento en la viscosidad de
solucion de quitosano al adicionar el diclofenaco sddico (Denkbas, 2009, p.746). Ademas, el area
superficial especifica se ve aumentada cuando disminuye el tamafio de las microesferas, resultando

en un aumento de la energia de Gibbs y la agregacion espontanea de las microesferas de quitosano
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(Xiong et al, 2012, p.2338).

Un estudio sobre el “Comportamiento de la tension superficial en la interfase agua-aceite W/O y su
influencia en la estabilidad de las emulsiones”, determiné que, al aumentar la cantidad de
emulsionante, se observé la disminucion del tamafio de las microesferas, debido a que, conforme
incrementa la cantidad o concentracion del surfactante hay una disminucién del tamafio o area por

molécula, lo cual se relaciona con los resultados obtenidos en la investigacion (Pilotzi, 2016, p. 29).

3.2.2. Pérdida de humedad en microesferas

Se realiz6 la determinacion del porcentaje de agua eliminada por deshidratacion o pérdida de

humedad de las formulaciones tanto sin principio activo como con adicién de diclofenaco de sodio.

Tabla 6-3: Porcentaje de pérdida de humedad en microesferas sin principio activo

) Pérdida de humedad (%) ) Desviacion
Formulacion Media (%) )
1 2 3 estandar
F1 85,90 86,10 85,80 85,93 0,152
F2 93,60 93,80 93,80 93,73 0,115
F3 79,80 79,60 79,70 79,7 0,100

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

Tabla 7-3: Porcentaje de pérdida de humedad en microesferas con diclofenaco sédico

) Pérdida de humedad (%) ) Desviacion
Formulacion Media (%)
1 2 3 estandar
Fla 88,80 89,00 88,90 88,90 0,100
Flb 84,15 84,17 85,00 84,44 0,485
F2a 84,00 84,10 84,10 84,06 0,057
F2b 85,95 85,97 85,95 85,95 0,011

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

Al realizar el analisis de humedad en las formulaciones con diclofenaco de sodio se determinaron
valores entre 84% y 88%, debido a que las microesferas son formas farmacéuticas que se
caracterizan por perder gran cantidad de agua, aproximadamente un 90%, lo que concuerda con los
resultados obtenidos en un estudio sobre “Elaboracion de microesferas mucoadhesivas utilizando
alginato sodico y quitosano”, en el que se obtuvo valores semejantes a este estudio, entre 89%-90%
para las tres formulaciones planteadas (Villarroel 2016, p. 55).

Como se evidencia en la tabla 6-3 a pesar de que la formulacién F3 tuvo una menor desviacion

37



estdndar no pudo ser considerada para la elaboracién de las microesferas por el fendmeno de
cremado que se explicd anteriormente en el apartado de estandarizacion del método de elaboracion.
Sin embargo, al comparar las desviaciones entre las formulaciones de la Tabla 6-3 y 7-3 se
evidencié que las formulaciones F2, F2a y F2b presentan una menor desviacion estandar; siendo
F2b la que obtuvo la desviacion més baja como se observa en la tabla 7-3, mantienen valores con
menor dispersion y por lo tanto se considerd la formulacion que presenta las mejores condiciones de
elaboracion.

El quitosano es capaz de retener gran cantidad de agua debido a la presencia de grupos hidréfilos —
NH2, lo que le confiere una alta afinidad hacia el agua ,y por lo tanto porcentaje de humedad es un
parametro que mide de forma indirecta la capacidad de hinchamiento del quitosano en el proceso de
hidratacion (George y Abraham 2015, p. 7). Resulta importante realizar el proceso de deshidratacion,
debido a que, la humedad residual o presencia de agua en las microesferas puede provocar efectos
indeseables en la matriz del polimero, sin embargo, esto depende de la técnica de obtencion para la
microencapsulacion y del método de secado (Saez et al, 2012, p. 104). De igual forma como se indica en
el estudio titulado “Sintesis de microesferas de polimeros biodegradables para la liberacion
controlada de medicamento” la gran pérdida de humedad indicaria que la evaporacion del solvente

en la sintesis de las microesferas es casi total (Pacheco, 2017, p.93).

3.2.3. Rendimiento de las formulaciones de microesferas cargadas de diclofenaco sodico

Los resultados obtenidos en el rendimiento de la produccién de microesferas con diclofenaco de
sodio varian entre el 15-22%, con un valor medio de 18,96% como se observa en la Tabla 8-3,
siendo un valor aproximado a la investigacion de Villaroel en el que se utilizan condiciones

similares y obtuvo microesferas con un rendimiento del 23,56-26,46% (Villaroel, 2015, p.56).

Tabla 8-3: Calculo del rendimiento de las formulaciones cargadas de principio activo.

. . Cantidad de o
y Cantidad Cantidad de i} Rendimiento
Formulacion . glutaraldehido ME (9)
de DS (g) quitosano (g) (%)
9

Fla 0,25 2,0 2,0 0,9385 22,082
Flb 0,50 2,0 2,0 0,7736 17,190
F2a 0,25 2,0 2,0 0,9094 21,549
F2b 0,50 2,0 2,0 0,6763 15,028
Media 18,963

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.
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Investigaciones mas recientes han alcanzado valores de 53,67-72,52% (Nagda et al., 2010, p.446), 54%
(Garcia et al., 2014), 71%-73% (Rodriguez, 2016, p. 19) € incluso 77%-88% (Pastor y Mormontoy 2015, p. 86).
Como se evidencia las formulaciones con menor cantidad de principio activo son las que presentan
un mayor porcentaje de rendimiento, situacion similar a la que se presentd en una investigacion en
la que se elaboraron microesferas de quitosano cargadas de rutina (Cosco et al., 2016, pp. 12-13).

No existe un rango especifico de rendimiento aceptable, sin embargo, como evidencia varios
autores existe mejor rendimiento cuando se elabora microesferas utilizando otra técnica de

microencapsulacion como el método de secado por aspersion (Nava et al. 2015, p. 64) (Rodriguez, 2016, p.
19).

3.2.4. Curva de calibracién para cuantificar el principio activo

La cuantificacion del diclofenaco de sodio encapsulado se realizé mediante espectrofotometria UV-

Vis a una longitud de onda de 276 nm, obteniendo los resultados que se muestran a continuacion.

Tabla 9-3: Concentracion de principio

activo vs absorbancia.

Concentracion Absorbancia (nm)
(mag/ml)
0 0

0,0025 0,085
0.0050 0,178
0,0075 0,251

0,010 0,331
0,0125 0,414

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.
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Grafico 1-3. Curva de calibracion del diclofenaco de sodio

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

Se elabord una curva de calibracion con concentraciones entre 0-0,125 mg/ml obteniendo un
modelo lineal con un coeficiente de correlacion de r?=0,998 indicando una proporcionalidad lineal

adecuada y garantizando la confiabilidad de los resultados al cumplir con la ley de Beer.

3.2.5. Eficiencia de microencapsulacion

Al evaluar la cantidad de diclofenaco sédico en las cuatro formulaciones, se obtuvieron los

resultados presentados a continuacion.

Tabla 10-3: Cuantificacion de principio

activo en las formulaciones

Formulacion Concentracion
(mg/ml)
Fla 0,6940
Flb 1,3905
F2a 0,6952
F2b 1,4420

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.
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Tabla 11-3: Eficiencia en la microencapsulacién de diclofenaco sodico

Formulacion Carga practica Carga tedrica Eficiencia de
(mg/ml) (mg/ml) encapsulacion (%)
Fla 0,6940 25 26,15
Flb 1,3905 5,0 27,81
F2 a 0,6952 25 27,76
F2b 1,442 5,0 28,84

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

La mejor eficiencia de microencapsulacion la obtuvo la formulacion F2b con 28,84% de
diclofenaco sodico encapsulado. A pesar de no tener un limite minimo de porcentaje de
microencapsulacion, se tom6 como referencia estudios que presentaron condiciones de elaboracion
similares. La investigacion que més se aproximo a los resultados obtenidos en esta investigacion es
la presentada por Garcés, en la que se obtuvo valores de entre 31,97-34,11% (Garcés 2018, p.46). Otras
investigaciones muestran resultados de 23-29% (Kumbar et al., 2002, p. 178), 42,62-67,24% (Patil et al.,
2010, p.), 65,3% (Park et al., 2012, p. 701), ¥ 79% (Wanging et al, 2018). Segun bibliografia el método de
secado por aspersién proporcionaria una mayor capacidad de microencapsulacion con valores
aproximadamente del 96% (Suéarez y Brito 2020, p. 85).

Al comparar las eficiencias de microencapsulacion entre formulaciones se determiné que Flb y
F2b presentaron mayor eficiencia de microencapsulacién que Fla y F2a , por lo que se pudo
deducir que a mayor cantidad de principio activo existe una mayor eficiencia de
microencapsulacion. Caso similar ocurre en un estudio realizado por Cosco en el se encapsuld
rutina en microesferas de quitosano, afrimando que “un aumento en la concentracion de farmaco
aumenta la eficiencia de encapsulacion” (Cosco et al., 2016, p.11). Este fenomeno se explica ya que al
existir un aumento en la carga de farmaco pudo causar un aumento de la viscosidad de la dispersion
polimérica, que disminuye la probabilidad de difusion del farmaco en el fase externa durante la
preparacion, lo que resulta en una mayor eficiencia de microencapsulacion (Patil et al., 2010, p.326).

La baja eficiencia de microencapsulacion segun bibligrafia podria deberse a la interaccion entre el
quitosano, glutaraldehido y farmaco, ya que al mezclarse el quitosano con acido acético el grupo
amina del quitosano se protona, lo cual provoca interacciones con el grupo hidroxilo terminal del
grutaraldehido, disminuyendo la interaccion con el farmaco y como resultado una baja eficiencia de

encapsulacion (Cosco et al., 2016, p.11).
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3.2.6. Cinética de disolucion

El perfil de disolucion se evalu6 utilizando la formulacion F2b, al haber presentado la mayor
eficiencia de microencapsulacion. La liberacion del principio activo fue evaluada en un tiempo de

10 horas como se muestra a continuacion.

Tabla 12-3: Tabla de Aceptacion 2
para la Prueba de
Disolucion 2 de la USP

Tiempo (HORA) Cantidad

disuelta (%)

1 No mas de 28

2 20-40

4 35-60

6 50-80

10 No menos de 65

Fuente: USP 41-NF 36, 2018, p.5748.

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

Tabla 13-3: Cinética de disolucion de
F2b
Tiempo (HORA) % p.a. liberado

1 22,3

27,6

321

37,4

66,7

71,5

74,0

79,2

81,1

10 84,4

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

O O N| o O | W N

Se determind que, todos los resultados obtenidos del porcentaje de principio activo liberado se

encontraron dentro del rango de aceptacion especificado por la USP39-NF34 sobre la prueba de

disolucion de diclofenaco sodico de liberacion prolongada. Se obtuvo a las 1, 2, 4 y 6 horas una

liberacién del principio activo de 22,3%, 27,65, 37,4% y 71,5% respectivamente, lo que indica un
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cumplimiento de la prueba de disolucion 2 (Tabla 12-3), donde se menciona que, hasta las 6 horas
debe haber una cantidad disuelta del 50-80% del farmaco. Al término del ensayo a las 10 horas se
obtuvo el 84,4% de principio activo liberado, cumpliendo con lo especificado en la USP de una
cantidad disuelta no menor al 65% como se evidencia en la Taba 13-3 (USP 2016, p. 3183).

Los datos concuerdan con los resultados obtenidos en otros estudios, donde se menciona que al
realizar el ensayo de disolucion por 10 horas se obtuvo el 86,4% de diclofenaco sodico liberado
(Garcés 2018, p. 48). De igual forma un estudio de microesferas de quitosano cargadas de rutina
evidencid una velocidad de liberacion rapida en el intervalo de tiempo entre 0-8 h en el que se

liberaba el 60-80 %, seguida de una velocidad de liberacién mas lenta hasta las 24 h (Cosco et al.,
2016, p. 12).

Perfil de disolucion de la formulacién F2b de la microesfera de
diclofenaco de sodio
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Grafico 2-3. Perfil de disolucién de las microesferas con diclofenaco de sodio

Realizado por: Cano, Josselyn, 2022.

En la gréfica 2-3 se puede visualizar la liberacién del diclofenaco de sodio durante un periodo de 10
horas, apreciando que el porcentaje de disolucion del principio activo aumenta de forma progresiva
a medida que transcurre el tiempo, lo que indica que la formulacion F2b es estable, ya que el medio
no altera la liberacién del farmaco. La liberacion prolongada del farmaco se explica por la facilidad
del quitosano a retener agua en su matriz, lo que provoca que el diametro de los poros disminuya o
incluso desaparezca, por consecuencia el canal de los poros se cierra y la posterior liberacién del

farmaco solo puede propagarse lentamente a través del esqueleto. Ademas, se forma una matriz mas
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densa, lo que dificulta que las particulas de diclofenaco sddico se difundan a través de la capa de gel
viscoso de la matriz, lo que ralentiza su liberacion (Wanking et al., 2018).

Entre la cuarta y quinta hora se observa una liberacion rapida del diclofenaco sodico, este fendémeno
se conoce como efecto “burst”, lo cual podria explicarse por una distribucion no homogénea del
principio activo en el interior de la matriz polimérica de quitosano. Esto se traduce en un estallido
en la liberacién ligada a una degradacién del polimero, debido a la presencia de poros en la
superficie de la microesfera, lo que facilita su liberacién hacia el medio de disolucién. En estos
sistemas se buscaria que el efecto Burst sea nulo para garantizar que el principio activo se libera de
forma prolongada y no exista una liberacion en proporciones que causen efectos toxicos. La cinética
de la liberacion aumenta con el contenido de farmaco como corresponde con la formulacion F2b

gue es aquella que presenta la mayor cantidad de farmaco (0,5 g) (Abbasnezhad et al., 2021, p.9).
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CONCLUSIONES

Se determind que la etapa de incorporacion del agente reticulante es crucial para la formacion
inicial de las microesferas, las formulaciones F-A y F-B generan una matriz polimérica que
permiten obtener microesferas con caracteristicas que cumplen con los criterios de aceptacion, para
poder ser cargadas con el principio activo y ser objeto de evaluacion fisico-quimica.

Las formulaciones F1 (ay b) y F2 (a y b) cumplieron con los criterios de presentar una forma
relativamente esférica y cuyo tamafio de particula no supera 1 mm, lo cual las hace 6ptimas para ser
parte de una forma farmacéutica de liberacion prolongada y de esta manera mitigar los efectos
adversos que producen las formas farmacéuticas de liberacion inmediata.

La técnica de microemulsién seguida de evaporacion del disolvente permitié obtener microesferas
con una eficiencia de microencapsulacién cercana al 30%, y una liberacion del principio activo que
cumple con las especificaciones de la USP39-NF34 para diclofenaco sédico de liberacion
prolongada. Por lo tanto, la matriz polimérica de quitosano presenta condiciones adecuadas para ser
cargada con principio activo, y son formas farmacéuticas 6ptimas para la liberacion prolongada de
diclofenaco sodico; siendo de utilidad para la disminucién de los efectos adversos producidos por la

farmacoterapia con antiinflamatorios no esteroideos de liberacion inmediata.

45



RECOMENDACIONES

Realizar modificaciones en el método de elaboracion y variables con el objetivo de mejorar la
eficiencia de encapsulacion del principio activo y evitar el efecto “burst”

Analizar las microesferas de quitosano por Microscopia Electrénica de Barrido con el fin de obtener
una caracterizacion morfolégica mucho mas precisa y detallada.

Estudiar la estabilidad para determinar si las microesferas de quitosano cargadas de diclofenaco son
aptas para continuar con la experimentacion in vitro.

Evaluar si el fendémeno de cremado puede ser solucionado con la adicion de otras sustancias que
ayuden a estabilizar la emulsion.

Experimentar con otras sustancias que presenten compatibilidad con la matriz polimérica de

guitosano.
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