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RESUMEN

La investigacion consistio en la elaboracion y evaluacion de microesferas mucoadhesivas preparadas
mediante la técnica de gelificacion idnica utilizando como polimeros Alginato sddico y Quitosano y
como agente ionizante Cloruro de Calcio. En una primera etapa se estandarizaron los parametros del
método de elaboracion, pues el tamafio y morfologia de las microparticulas estan sujetas a factores
como tipo de instrumento de goteo y su altura con respecto a la solucién ionizante. Para ello, se
prepararon tres formulaciones con diferentes concentraciones de polimeros, siendo la formulacion 3
la que posee mayor concentracién con respecto a la 1 y sobre las que se determinaron el mejor
instrumento de capacidad de goteo y su altura 6ptima para cada formulacidn, estableciéndose ademas
la temperatura adecuada de secado. Una vez lograda la estandarizacion del método, se prepararon
cinco lotes de cada formulacidn, a los que se les determinaron pardmetros como tamafio, morfologia,
pérdida por deshidratacion, rendimiento de produccion y capacidad mucoadhesiva, con el fin de
establecer su calidad. EI tamafio y morfologia de las microesferas se evaluaron mediante el uso de
técnicas de microscopia Gptica, mientras que la propiedad mucoadhesiva se determiné con el método
de ensayo conocido como “Wash-off”. Se encontrd que las microesferas preparadas con la
formulacion 1, 2 y 3 presentaron un didametro equivalente promedio de 1,08; 1,18 y 1,32 mm,
respectivamente, por lo que solamente la primera formulacion cumple con las especificaciones de
tamafio (1000 + 10 nm) establecidas para ser consideradas microesferas. Con respecto a la propiedad
mucoadhesiva resulté ser la formulacion 3 la de mejores caracteristicas en comparacion con la
formulacion 1y 2, por lo que se establece que la capacidad mucoadhesiva de las microesferas es
directamente proporcional a la concentracion de polimeros. Esta investigacion permitié establecer
una formulacion y técnica de preparacion de particulas poliméricas (macroparticulas) a nivel
magistral con capacidad mucoadhesiva, constituyendo una oportunidad para la posterior

incorporacion de farmacos.

Palabras clave;: <MUCOADHESION>; <GELIFICACION IONICA>; <WASH OFF>;
<QUITOSANO>; <PARTICULAS POLIMERICAS>.
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SUMARY

The research involved the production and testing of mucoadhesive microspheres which were prepared
wich ionic gelation technique using as polymers sodium alginate, chitosan and calcium chloride as
an ionizing component.In a first stage the processing parameters method were standardized, thus the
size and morphology of the microparticles are based on factors such as instrument of drip type and
its height from ionizing solution. These three formulations were prepared with different kinds of
polymers, the formula 3 has the higher solutions that formula 1 and on which were determined the
best instrument of drip capacity and its optimum height for each formula, as well as establishing
suitable dry temperature. After it reaching the standardization method, five lot of each formula were
prepared, which were determined parameters as size, morphology, loss by dehydration, production
yield and mucoadhesive capacity in order to establish its quality. The size and morphology of the
microspheres were assessed by using microscopy optical techniques, while the mucoadhesive
property was determined by the test method known as “wash-off”. It was determined that the
microspheres prepared with formulation 1, 2 and 3 had a diameter witch 1.08; 1.18 and 1.32
millimeters (mm), respectively, so that only the first formula meets the specifications of size (1000
+ 10 nm) set to be considered microspheres. In relation to the mucoadhesive property, formula 3 has
the best characteristics compared to formula 1 and 2, so it established that the microspheres
mucoadhesive capacity is directly proportional to polymer concentration. This research had
established a formula and technigque to make polymer particles (macroparticles) with a master level

with mucoadhesive capacity, with constitutes an opportunity for the back production of drugss.

Keywords: <MUCOADHESION>; <GELIFICATION ION>; <WASH OFF>; >SODIUM
ALGINATE>; <CHITOSAN>; < POLYMER PARTICLES >.
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INTRODUCCION

Situacion Problematica

La esperanza y calidad de vida se han visto incrementadas en los Gltimos afios, debido entre otros
factores, a la existencia de miles de medicamentos disponibles en el mercado, que han permitido
controlar enfermedades, aliviar sintomas y evitar muertes prematuras. Sin embargo, el uso de
medicamentos paralelamente provoca dafios colaterales ocasionando un fallo en la farmacoterapia y
los objetivos deseados. Estos fallos originan un costo en la salud de los pacientes y en los recursos
sanitarios y sociales, lo que los convierte en un auténtico problema de salud publica a nivel mundial.
(Care, 2007).

La administracion de medicamentos a través del tiempo ha generado multiples efectos adversos e
inefectividad terapéutica. Algunos tratamientos farmacolégicos generan varios efectos secundarios,
asi por ejemplo los Antiinflamatorios No Esteroideos (AINES) se encuentran asociados a numerosos
problemas en el tracto gastrointestinal como gastritis, esofagitis, pancreatitis, Ulceras, perforaciones
y sangrado (Pérez et al, 2002, pp. 119-138).

De la misma manera los farmacos antidepresivos como la Fluoxetina son capaces de interactuar con
los receptores 5-HT3 presentes en la mucosa gastrica y ocasionar problemas como nauseas y diarrea
(Schaiquevich et al, 2006, pp. 203). lgualmente, la inefectividad terapéutica puede ser ocasionada por
farmacos de fécil degradacion como el Omeprazol, que en medio &cido origina un derivado inactivo
gue no es absorbido (Jackson et al., 2000, pp. 32-37). Del mismo modo, es conocido que algunos péptidos
como la Eritropoyetina, Interferén, Estreptoquinasa, Hormonas de crecimiento e Insulina son
bioquimicamente inestables en fluidos corporales como la saliva y jugos gastricos
(Saez et al., 2007, pp. 98-107); sucediendo algo similar con los probidticos, que al carecer de la habilidad
de sobrevivir en condiciones extremas, no soportan las altas concentraciones de acidez y de sales

biliares encontradas en el tracto gastrointestinal (Rodriguez et al, 2010, pp. 159-172).

Situaciones como las anteriormente mencionadas conllevan a una actitud de rechazo al tratamiento

por parte del paciente provocando un incumplimiento del mismo y por tanto un fracaso terapéutico.
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Formulacién del Problema

La via oral es las mas utilizada para la administracién de medicamentos debido a sus numerosas
ventajas, como seguridad y comodidad, sin embargo, presenta importantes limitaciones como las
antes mencionadas, razon por la cual en la actualidad se trabaja en la busqueda de nuevas formas de
administracion de farmacos por esta via. La microencapsulacion es una propuesta novedosa que
permite la obtencién de sistemas de liberacion modificada previniendo la aparicion de efectos
adversos y mejorando la estabilidad de moléculas fragiles (Dominguez, 2008, pp. 5-8). Igualmente, los
sistemas mucoadhesivos constituyen una gran solucidn, pues al utilizar polimeros con capacidad de
adhesién a membranas bioldgicas, crean un contacto intimo entre la forma farmacéutica y el lugar de
absorcién, favoreciendo la interaccion del farmaco con el organismo (Rodriguez et al, 2000, pp. 159-172) y
aumentando de esta forma la biodisponibilidad y por tanto la efectividad terapéutica (Volonté, 2012, pp.
56-71). Del mismo modo, éstos sistemas presentan numerosas ventajas, representadas por la
disminucién de efectos adversos y toxicidad asociada a la administracion de medicamentos (Gémez,

2014, pp. 66-78).

Justificacion de la Investigacion

En vista de la importancia que representan los sistemas mucoadhesivos en la disminucion de efectos
adversos y toxicidad asociada a la administracion de medicamentos (Gémez, 2014, pp. 66-78), asi como
en el cumplimiento de la farmacoterapia, al favorecer la interaccion del farmaco con el lugar de
absorcion (Rodriguez et al, 2000, pp. 159-172), se planted la elaboracién y evaluacién de microesferas
mucoadhesivas preparadas a través de la técnica de gelificacion idnica utilizando Alginato sddico y
Quitosano como polimeros y Cloruro de calcio como agente ionizante. Por todo lo anteriormente
expuesto, en esta investigacion se buscara obtener un sistema bioadhesivo que permita la liberacién
del farmaco en el lugar de absorcién, aumentando la biodisponibilidad y eficacia del medicamento y
disminuyendo los efectos colaterales y frecuencia de administracién, logrando de esta forma el éxito

farmacoterapéutico.

Este proyecto es viable debido a que los insumos como los polimeros pueden ser adquiridos en
importadores dentro del pais y los demas materiales necesarios estan disponibles en la Escuela de

Bioquimica y Farmacia de la ESPOCH.
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Antecedentes de la investigacion

Las formas farmacéuticas mucoadhesivas surgen en los afios cuarenta, con el uso de la goma
tragacanto para encapsular Penicilina en dispositivos de uso odontoldgico. Posteriormente, en los
afios 70, se preparan medicamentos mucoadhesivos mas eficaces y en los ochenta se realizan estudios
para la utilizacion de nuevos polimeros bioadhesivos. Més tarde en los afios hoventa, estos polimeros
son considerados como posibilidad para el disefio de formas farmacéuticas de liberacion modificada

(Rodriguez et al, 2000, pp. 159-172).

En 1996, Hari et al., elaboraron microcapsulas de Nitrofurantoina (NF) utilizando Alginato y
Quitosano, para lo cual adicionaron mediante goteo una solucién de Alginato que contenia la NF,
sobre otra solucion de Quitosano y Cloruro de calcio. Se determind que alrededor del 80% del
farmaco encapsulado se liberaba en una solucion tampén fosfato pH 7.4, mientras que la liberacion

en medio acido resulté relativamente baja en comparacion con la del medio intestinal simulado.

En el afio 2002, Gonzales et al, obtuvieron microparticulas de Diclofenaco sédico por la técnica de
Gelificacidn io6nica, utilizando Alginato y Quitosano como polimeros y como agentes ionizantes
Calcio y Aluminio. Se observé que la liberacién del principio activo se producia a pH alcalino y se
imposibilitaba a pH &cido. Igualmente se determind que el aumento de la concentracion de Quitosano

disminuia el porcentaje de liberacién del activo.

Wittaya-areekul et al, en 2006, prepararon microparticulas mucoadhesivas de Prednisolona con
Alginato y Quitosano, evaluando dos métodos. El primero consistia en dejar caer por goteo la
Prednisolona dispersa en una solucién Alginato, sobre otra con Cloruro de calcio y Quitosano. El
segundo método se basaba en la dispersion del activo en una solucion de Alginato, para luego dejar
caer en otra con Cloruro de calcio y asi las particulas formadas transferirlas a una solucion de
Quitosano. Para las pruebas de mucoadhesion “In vitro” se utilizd una porcion de intestino de cerdo,
determinandose que al aumentar la concentracion de Quitosano, la mucoadhesion de la particula
aumentaba. Igualmente se comprob6 que la liberacion del principio activo ocurria a un pH
ligeramente alcalino y finalmente se determind que el primer método de elaboracion era el mas

adecuado por presentar mejores perfiles de mucoadhesion.
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En 2010 Chavarri et al, utilizaron Quitosano y Alginato para preparar microesferas que contenian
Lactobacillus gasseri y Bifidobacterium bifidum, como agentes probidticos y Quercetina como
prebiotico, con el objetivo de mejorar la supervivencia de las bacterias y mantener el prebiotico
intacto en el tracto gastrointestinal. En este estudio se observé que los probiodticos microencapsulados
resisten las condiciones gastricas simuladas y las altas concentraciones de sales biliares, por lo que se
demostré que el recubrimiento de Quitosano y Alginato ofrece un medio eficaz para la supervivencia

y mantenimiento de probidticos.

En 2012 Reddy et al, elaboraron microesferas mucoadhesivas de Ofloxacino, mediante la técnica de
Gelificacion i6nica empleando Alginato y Quitosano como polimeros mucoadhesivos. El estudio de
mucoadhesion se llevo a cabo a través del método conocido como “Wash-off”, para lo cual se utilizd
la mucosa intestinal de pollo acoplada a un aparato desintegrador de tabletas y una solucion tampén
fosfato pH 7,4 como medio de disolucion.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo general

Elaborar y evaluar “In vitro” microesferas mucoadhesivas preparadas a través de la técnica de

gelificacion idnica utilizando Alginato Sodico y Quitosano con Cloruro de Calcio.
Objetivos especificos

e Estandarizar los parametros del método de elaboracién de microesferas mucoadhesivas,
mediante la normalizacién del tipo de instrumento de goteo y su altura con respecto a la solucién
ionizante.

e Preparar microesferas utilizando soluciones de diferentes concentraciones de Quitosano y
Alginato sodico.

e Analizar a través de la microscopia Optica el tamafio y morfologia de las microesferas obtenidas.

e Evaluar “Invitro” la mucoadhesion de microesferas mediante el método “Wash-off” utilizando
la mucosa intestinal de pollo con el fin de seleccionar la formulacién con la mejor capacidad

mucoadhesiva.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1, Bases teoricas

1.1.1. Mucoadhesion

La bioadhesion o mucoahesion es un fenémeno mediante el cual un material se mantiene unido a una
membrana bioldgica por medio de fuerzas interfaciales durante prolongados periodos de tiempo. Este
mecanismo ha sido estudiado por las ciencias farmacéuticas para la liberacion de farmacos en sitios
especificos del organismo, con el fin de aumentar su absorcion. El disefio de estos sistemas
mucoadhesivos permite la administracion de principios activos sobre mucosas, ya sean estas oral,

gastrointestinal, nasal, oftalmica y vaginal (Peppasy Huang, 2004, pp. 1675-1687) (Rojas et al., 2008, pp. 57-71).

1.1.1.1. Membranas mucosas

Las membranas mucosas (mucosa) son superficies himedas que recubren las paredes de diversos
organos, como las del tracto gastrointestinal y las del aparato respiratorio. Se componen de una capa
de tejido conectivo (lamina propia), cubierta por otra epitelial que se caracteriza por presencia de
moco. El epitelio puede estar formado por una sola capa de células como en el caso del estomago,
intestinos y bronquios o de multiples como el es6fago, vagina y cornea. El primer epitelio contiene
células caliciformes secretoras de moco, mientras que el epitelio de multiples capas esta compuesto
por glandulas especializadas, como las salivales, que segregan moco en la superficie epitelial (Figura
1-1). El moco puede estar presente como una capa de gel en la superficie de la mucosa o en forma
soluble suspendido en la superficie luminal. Los componentes principales de todos los geles de moco

son mucina, glicoproteinas, lipidos, sales inorganicas y agua, representando esta Gltima cerca del 95%



del peso. Las funciones principales del moco son la protecciébn y lubricacion
(Boddupalli et al, 2010, p. 381).
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Figura 1-2: Estructura de la membrana mucosa
Fuente: Donnersberger y Lesak, 2002

1.1.1.2. Mecanismo de mucoadhesion

La adhesion de ciertas moléculas a la superficie bioldgica ain no se encuentra completamente
estudiada. EI mecanismo de mucoadhesion puede dividirse en dos etapas consecutivas, la de contacto
y la de consolidaciéon (Figura 2-1). La primera fase se caracteriza por el contacto fisico del
mucoadhesivo con la mucosa y la segunda por una interaccion quimica del polimero, que al sufrir
una gelificacion inicia un intimo contacto con la mucosa. Asi para comenzar la primera etapa, en
algunos casos como en las formulaciones oculares o vaginales, los sistemas mucoadhesivos son
unidos mecénicamente sobre la membrana. En otros casos, la deposicion es promovida por la
aerodinamica del 6rgano, como en la administracion nasal, mientras que en el tracto gastrointestinal,
la fijacion no es factible y aunque los movimientos peristalticos pueden contribuir a este contacto,
existe muy poca evidencia en la literatura que confirme este fendmeno. Sin embargo, la unién puede
ser explicada por el movimiento de fluidos en la cavidad de los 6rganos o por el movimiento
browniano, que se fundamenta en la aproximacion de las particulas a la superficie de la mucosa,
experimentando las fuerzas de repulsion (presién osmotica, repulsion electrostatica,) y las fuerzas de
atraccion (fuerzas de Van der Waals y la atraccion electrostatica), por lo que, las particulas deben
superar las fuerzas repulsivas para su adhesion en la membrana. (Boddupalli et al, 2010, pp. 381).
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Figura 2-1: Etapas de la mucoadhesion
Fuente: Boddupalli et al, 2010

1.1.1.3. Teorias de mucoadhesion

Aunque la base fisicoquimica de la mucoadhesion ain no se encuentra completamente dilucidada
existen teorias adaptadas a partir de estudios de adherencia entre polimeros que posiblemente

pueden explicar este fendmeno. Entre ellas pueden citarse:

a) Teoria electronica
Se basa en la existencia de cargas eléctricas opuestas presentes en los polimeros. Cuando éstos entran
en contacto se transfieren electrones que conducen a la construccion de una doble capa electronica en

la interfase, donde las fuerzas de atraccion determinan la fuerza mucoadhesiva.

b) Teoria de adsorcion

Segun ésta teoria un sistema mucoadhesivo se adhiere a la mucosa mediante interacciones quimicas,
como las fuerzas de Van der Waals, enlaces puente de hidrégeno, atraccion electrostatica e
interacciones hidréfobas. Los enlaces puente de hidrégeno son fuerzas interfaciales que prevalecen
en polimeros que contienen grupos carboxilos, considerandose las mas importantes en el fenémeno
de la interaccion bioadhesiva, ya que, a pesar de que individualmente son débiles, un gran nimero de

éstas podrian dar lugar a una intensa adhesién global.
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C) La Teoria de la Fractura

Se fundamenta en conocer la fuerza requerida para separar dos superficies adheridas, siendo la fuerza
de fractura equivalente a la fuerza de adhesion. Su célculo se basa en la relacion entre el area
superficial involucrada y la fuerza de separacidn adhesiva. Es muy Util para estimar la rigidez del

material bioadhesivo que se utilizaré en la formulacion.

d) Teoria Mecénica
Considera que la adhesién del polimero se debe al llenado de las irregularidades de la superficie de

la mucosa.

e) Teoria de la Deshidratacién

Consiste en la deshidratacion que ocurre cuando los polimeros gelificados entran en contacto con el
mucus. Esto se debe a que la membrana mucosa extrae el agua de la formulacion, hasta que se alcance
un equilibrio osmético, de esta manera se crea una interaccion entre la formulacion y el mucus lo que

conduce a la adherencia y al aumento en el tiempo de permanencia en la membrana mucosa

(Peppas y Sahlin, 1996, pp. 1675-1687) (Smart, 2005, pp. 1556-1568) (Carvalho et al, 2010, pp. 1-17)
(Parmar et al 2010, pp. 1157-1167) (Shaikh et al, 2011 pp. 89-100).

1.1.1.4. Factores que modifican la Mucoadhesion

La mucoadhesion puede verse afectada por numerosos factores dependientes del polimero como: la

hidrofilia, peso molecular, densidad de reticulacion, pH y la concentracion del polimero.

a) Hidrofilia
Los polimeros bioadhesivos que poseen numerosos grupos funcionales hidrofilos, como hidroxilos y
carboxilos, experimentan una gelificacion en medio acuoso, que ocasiona una expansion y exposicion

de sus sitios de anclaje, lo que favorece la fuerza y eficacia en la adhesion.



b) Peso molecular
Se estima que la fuerza bioadhesiva aumenta con el peso molecular del polimero. Estimandose que
el peso molecular dptimo para una méaxima adhesién es de 100.000 Daltons, més alla de este peso no

hay ganancia en la adhesion.

c) Reticulacion

La densidad de reticulacién del polimero es inversamente proporcional al grado de hinchamiento, es
decir, una densidad de reticulacién baja ocasionara una alta tasa de flexibilidad e hidratacién, que se
asocia a una mayor area superficial de éste y en consecuencia existira una mayor fuerza
mucoadhesiva. Para mejorar la mucoadhesién de los polimeros reticulados se puede incluir durante
la formulacién promotores de adhesion, como cadenas de polimero libre y otros polimeros injertados

en la red preformada.

d) Conformacion espacial

Ademas del peso molecular y la longitud de la cadena, la conformacion espacial de un polimero es
también importante. Asi el Dextrano, a pesar de tener un peso molecular alto de 19.500.000 de
Daltons, presenta una fuerza adhesiva similar a la de Polietilenglicol (PEG), con un peso de 200.000,
esto debido a que el Dextrano se caracteriza por tener una conformacion helicoidal que protege a
muchos grupos funcionales responsables de la adhesion, a diferencia del PEG, que tiene una

conformacion lineal (Figura 3-1 y 4-1), que facilita la exposicién de sus grupos funcionales.

Figura 3-1: Estructura quimica del Dextrano
Fuente: Rodriguez y Hanssen, 2007.
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Figura 4-1: Estructura quimica del Polietilenglicol
Fuente: Pinaet al., 2014

e) pH del medio

Este factor puede influir en la adhesion de polimeros que posean grupos ionizables. Es asi como
muchos polimeros usados para la administracion de farmacos son polianidnicos y poseen grupos
carboxilos, por lo que si el pH del medio es superior al pKa del polimero, éste se ioniza en gran
medida y si el pH es inferior, los grupos funcionales se mantienen estables. Por ejemplo, el pka del
Acido poliacrilico es aproximadamente de 5y a un pH del medio entre 4 y 5 se observa que presenta

su maxima fuerza de adhesion, disminuyendo ésta gradualmente con valores de pH superiores de 6.

f) Concentracion de Polimero y Principio Activo

Numerosas investigaciones han demostrado que la concentracion de polimero y principio activo
afectan a la mucoadhesion, de tal manera que en las formulaciones altamente concentradas de
principio activo, la fuerza adhesiva se reduce significativamente, mientras que los sistemas con mayor

concentracion de polimero presentan mayor fuerza de adhesion

0) Factores fisiologicos.

La renovacion de mucina en la capa de mucus es importante debido a que esta limita el tiempo de
permanencia de la formulacion en la mucosa. De la misma manera esta renovacién provoca un
incremento sustancial de moléculas solubles de mucina, las que interaccionan con el polimero antes
de que tengan la oportunidad de hacerlo con la capa de mucus, lo que supone una desventaja en la
mucoadhesion en la superficie de los tejidos. Ademas la renovacion de mucina depende de otros

factores externos como la presencia de alimentos en el tracto gastrointestinal.
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h) Estados patoldgicos

Dado que los mucoadhesivos deben usarse en estados patoldgicos, varias investigaciones han
propuesto que las caracteristicas de los polimeros mucoadhesivos se evallen bajo estas condiciones
ya que se conoce que las que las propiedades fisicoquimicas del mucus se modifican durante el

transcurso de una enfermedad (Lejoyeux et al., 1989, pp. 893-898) (Rahamatullah et al, 2011, pp. 89)
(Lahoti et al., 2011, pp. 243-251).

1.1.2. Formas farmacéuticas mucoadhesivas

Conceptualmente una forma farmacéutica bioadhesiva se concibe como la inmovilizacién de un
sistema portador del farmaco, sea en su lugar de accién o a nivel de la membrana bioldgica que
permite su absorcion méaxima. Si la accion es local, el aumento de la concentracion de principio activo
durante un tiempo prolongado conlleva un aumento de la eficacia terapéutica. Si la accion es sistémica
la inmovilizaciéon prolongada de una concentracion adecuada de farmaco permite el paso de
cantidades importantes de principio activo a través de la membrana, evitando pérdidas propias de

ciertas vias de administracion (Kalyankar et al., 2010, pp. 23-29).

El concepto de inmovilizacion puede aplicarse a diferentes membranas, por ello el desarrollo de
formas mucoadhesivas pueden ser destinadas a la administracién sobre la mucosa bucal, gingival,

gastrointestinal, nasal, vaginal, ocular y rectal (Bruschi y Freitas, 2005, pp. 293-310).

1.1.2.1. Administracion bucal

Es una de las vias de administracién mas estudiadas debido a sus maltiples ventajas, como: escaso
contenido de enzimas degradativas, permeabilidad muy aceptable, altamente vascularizada y ausencia
de efecto del primer paso. La utilizacion de formas farmacéuticas tradicionales como geles,
soluciones, comprimidos solubles, enjuagues bucales, etc. han sido poco eficientes para el tratamiento
de afecciones bucales, como la Candidiasis oral. Esta falta de efectividad se debe a la liberacion
inmediata de toda la dosis y a la rapida eliminacion del principio activo desde el sitio de accién. En

funcién de ello se han estudiado sistemas bucoadhesivos de liberacidn sostenida de drogas con

-11-



cualidades farmacéuticas que permitirian aumentar la eficiencia de tratamientos locales en la cavidad

bucal (Lahoti et al., 2011, pp. 243-251).

1.1.2.2. Administracion oral.

Las formas mucoadhesivas de administracion oral tienen como finalidad fijarse a la mucosa estomacal
o intestinal suministrando de forma continua dosis de fArmaco para que sea absorbido en el intestino
durante periodos prolongados de tiempo. El desarrollo de comprimidos bioadhesivos presenta
diversas limitaciones, como la motilidad gastrica que puede dificultar la adhesién y causar un
desprendimiento del sistema; el pH estomacal (1,5-3) que no siempre resulta ser conveniente para la
bioadhesion, excepto cuando se usan polimeros poliacidos como el &cido poliacrilico reticulado y la
renovacion de la capa de mucina que suele provocar el desprendimiento del mucoadhesivo

inhabilitdndose para una posterior fijacion.

Estos inconvenientes pueden ser minimizados empleando polimeros que establezcan adhesiones
suficientemente potentes y mediante la administracion de formas multiparticulares que puedan ser
retenidas en las vellosidades intestinales, desde donde ceden de forma controlada el farmaco

(Lee et al., 2000, pp.106-126).

1.1.2.3. Administracion nasal.

Esta via alternativa de administracion de farmacos posee excelentes caracteristicas de absorcion,
debido a que presenta una area superficial de aproximadamente 150 cm?, es altamente vascularizada
y posee una estructura muy permeable, ademas de que con ésta, se evita el efecto de primer paso. Sin
embargo, la eficacia de la absorcion nasal puede verse afectada por algunos factores, como el método
y técnica de administracion, el lugar de deposicion y la rapida remocion de los farmacos desde la
mucosa nasal por accion mucociliar. Los requisitos para el uso de esta via son dosificaciones muy
pequefias y que la forma de administracion no interfiera con el movimiento de los cilios de las células
epiteliales, por ello se usan polvos, micro y nanoparticulas o bien liquidos acuosos de baja viscosidad,
finamente dispersados (nebulizados). La permanencia en la zona mucosa para la mejora de la

absorcién es ampliamente estudiada en la actualidad, enfocandose en el desarrollo de formas
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mucoadhesivas que permitan reducir la eliminacion nasal, disminuir la dosis y los efectos colaterales,
asegurando de esta forma el cumplimiento terapéutico. Con tal fin se usan polimeros como:

hidroxipropilcelulosa, acido poliacrilico, carbopol y PEG 400 (Callens y Remon, 2000, pp. 215-220).

1.1.2.4. Administracion vaginal

Los sistemas vaginales poseen ventajas sobre otras vias, especialmente para la administracion de
farmacos sensibles a las condiciones del tracto gastrointestinal. No obstante, la biodisponibilidad y la
accion local de los farmacos por via vaginal no es muy alta, por lo que se busca incrementar su
efectividad mediante el desarrollo de formas bioadhesivas. Se han realizado estudios con
comprimidos matriciales, discos y microparticulas, con distribucion homogénea en la vagina y formas
de dosificacion bioadhesiva, como los dispositivos intrauterinos, para la administracion de derivados
imidazolicos, del tipo del Clotrimazol, ampliamente usado para infecciones micdticas del tracto
genitourinario. De esta manera se ve mejorada su biodisponibilidad respecto a sistemas de
administracion convencionales, del tipo cremas, tabletas, geles, irrigaciones, etc. Los principales
polimeros bioadhesivos utilizados en esta via son hidroxipropilcelulosa, policarbofil y la sal sédica

del &cido hialurénico (Ceschel et al., 2001, pp. 541-547).

1.1.2.5. Administracion ocular

La aplicacion tépica de soluciones medicamentosas convencionales en el ojo implica una pérdida
sustancial de dosis por drenaje lacrimal. En la practica, solo pequefias cantidades (1-3%) penetran la
cornea y alcanzan tejidos intraoculares. Por ello, se han estudiado sistemas que eviten o disminuyan
esta pérdida desarrollandose formulaciones que permitan prolongar el tiempo de residencia en el area
de liberacién, como microesferas, liposomas, nanoparticulas, sistemas de gelificacion “in situ” y
sistemas mucoadhesivos. Entre los farmacos formulados en sistemas mucoadhesivos se encuentran

Pilocarpina, Fuoresceina, Timolol, Bataxolol, Gentamicina y Aciclovir (Genta et al., 1997, pp. 737-742).

-13-



1.1.3. Polimeros bioadhesivos

Los polimeros fueron incluidos por primera vez en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP XX)
en el afio de 1980 y desde entonces se han utilizado como auxiliares y excipientes en la formulacion
de medicamentos. El uso y la aplicacion de estos materiales en el campo farmacéutico radican en la
alta biocompatibilidad y seguridad con el sistema bioldgico, pudiéndose obtener de fuentes naturales
como algas y crustaceos o de fuentes sintéticas. Ademas su uso se ha extendido en la elaboracién de

materiales de envase y empaques (Ratner, 2004, pp. 34-45) (Rojas et al., 2008, pp. 57-71).

Todo sistema bioadhesivo debe sus propiedades a la inclusion de uno o varios tipos de moléculas
poliméricas que en condiciones apropiadas son capaces de establecer interacciones con la superficie
biolégica, reteniendo asi la forma farmacéutica que contiene al farmaco. Las moléculas estudiadas

como mucoadhesivas son numerosas Yy con distintas caracteristicas (Volonté, 2012, pp. 56-71). En la tabla

1-1, se muestra la clasificacion de polimeros de acuerdo a su capacidad bioadhesiva.

Tabla 1-1: Clasificacién de la capacidad bioadhesiva de polimeros

Capacidad adhesiva

Polimero

Buena 0 Excelente

Acido poliacrilico, Alginato sédico,
Carbopol,

Carboximetilcelulosa sodica, Carragenato,
Goma Guar, Hidroxietilcelulosa,
Metilcelulosa,

PEG de peso molecular alto, Poliacrilamida

Mediana

Acido poliacrilico reticulado con sacarosa,
Acido polimetacrilico, Gelatina,

Carbopol base con vaselina/parafina
hidrofilica, Goma de karaya,
Hidroxipropilcelulosa

Pobre

Acacia, Acido alginico, Agar-agar,
Amilopectina, Carboximetilcelulosa calcica,
Polihidroxietilmetacrilato, Polietilenglicol,
Polivinilpirrolidona, Carragenato
degradado,

Dextranos

Fuente: Volonté, 2012
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Igualmente los polimeros mucoadhesivos se pueden clasificar de acuerdo a sus propiedades fisico
guimicas, en tres clases:
e Polimeros Anidnicos
e Polimeros Cationicos
e Polimeros No idnicos

De éstos polimeros, los anidnicos y catidénicos han mostrado tener mayor fuerza mucoadhesiva.

1.1.3.1. Polimeros Aniénicos

Los polimeros anionicos son los mucoadhesivos mas empleados dentro de la tecnologia farmacéutica
debido a su alta funcionalidad y baja toxicidad. Estos polimeros se caracterizan por la presencia de
grupos sulfato y carboxilo, que otorgan a la molécula una carga eléctrica negativa. Algunos ejemplos
de polimeros aniénicos incluyen: Acido poliacrilico (PAA), Carboximetilcelulosa (CMC), Carbopol
y Alginato, los cuales poseen excelentes caracteristicas mucoadhesivas debido a la formacion de

fuertes interacciones, principalmente enlaces de puente de hidrogeno.

1.1.3.2. Polimeros Catiénicos

Dentro de los polimeros catidnicos, el Quitosano es el mas estudiado en la literatura cientifica.
Constituye un polisacérido, producido por la desacetilacion de la Quitina, el polisacarido mas
abundante en el mundo después de la celulosa. Los polimeros catidnicos se adhieren al moco a través
de interacciones ionicas mediante sus grupos amino, adicionalmente, sus grupos hidroxilos pueden

interactuar a través de enlaces puentes de hidrégeno (Andrews et al, 2009, pp. 505-518).

1.1.4. Alginatos

Los Alginatos corresponden a los polimeros més utilizados en la microencapsulacion. Son extraidos
principalmente de algunas especies de algas marrones, como Laminaria hyperborea, Ascophyllum
nodosum, Macrocystis pyrifera, Laminaria japonica, Eclonia maxima y Lesonia negrescens. Los
Alginatos son una familia de polisacaridos lineales no ramificados, constituidos por dos unidades

monoméricas, el acido B-D-manurénico (M) y el acido a-L-gulurénico (G) (Figura 5-1) que se
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agrupan en bloques de secuencias MM, MG, unidos por enlaces glucosidicos B (1-4); y bloques GG,
GM, unidos por enlaces glucosidicos a (1-4) (Figura 6-1; 7-1) (Avendafio et al, 2013, pp. 87-96). La
composicidn y extension de las secuencias y el peso molecular determinan las propiedades fisicas de

estos polimeros (Lamas et al., 1998, pp. 375-378) (Yabur et al, pp. 43-53, 2007) (Gombotz y Wee 2012, pp. 194-205).

) ; HO
2, 00C OH ooc, 10 o 0
0 0 HO 0 o %'
7 OH 0 -0oc OH
Q ~OH
0
OH ‘00C

Figura 5-1: Estructura quimica del Alginato

Fuente. Avendafio et al, 2013.

B-(1- 4)-D-Acido Manurénico a-(1- 4)-L-Acido Gulurénico
M o) o]
coo OH o0c G
- © OH
HO ] OH
(@]
1
o
4
1 4

Figura 6-1: Acidos Urénicos componentes del 4cido Alginico

Fuente: Avendafio et al, 2013.
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Segmentos de blogue de homopolimeros

Segmento de blogue M que sdlo comprende la unidon M-M

Segmento de blogue G que s6lo comprende la union G-G

| »w -9 »

0

G 0

k,oh’ ° : I‘D_IDH“ °

Segmento de blogue aleatorio M y G que comprende la umion
aleatoria M-G o

-
(O o
M

A4

Figura 7-1: Segmentos de bloques de Homopolimeros

Fuente: Avendafio et al, 2013.

El Alginato sodico es altamente soluble en agua, cuya solucién presenta un pH neutro. Existen varios
efectos que pueden modificar las propiedades fisicoquimicas de las soluciones de Alginato, entre los

mas importantes estan (Avendafio et al, 2013, pp. 87-96).

a. Efecto del peso molecular. La viscosidad de la solucién acuosa de Alginato sédico depende

directamente del peso molecular, es decir, del grado de polimerizacion del polimero.

b. Efecto de la concentracion. La viscosidad de la solucién aumenta logaritmicamente a medida que

aumenta la concentracion del Alginato sddico.

c. Efecto de la temperatura. A medida que aumenta la temperatura la viscosidad disminuye.
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d. Efecto del pH. El descenso en el pH repercute directamente en la transformacion del anion de
Alginato soluble en 4cido Alginico insoluble, lo cual se traduce en una mayor viscosidad. A un pH

inferior a 2 el acido Alginico precipita.

e. Efecto de un electrélito monovalente. El Cloruro de sodio como electrolito inorganico libera
cationes monovalentes en la solucion de Alginato sédico, lo cual reduce la viscosidad, debido a un

aumento en la fuerza idnica (Avendafio et al, 2013, pp. 87-96).

1.1.4.1. Propiedades de los Alginatos

a) Biocompatibilidad.
La Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) ha considerado a este polimero como seguro, pues
no provoca efectos toxicos al ser administrado oralmente. El Alginato es ampliamente utilizado en la

industria alimentaria como espesante, emulsionante y estabilizante (George et al, 2006, pp. 1-14).

b) Bioadhesividad.

Varios estudios han demostrado que los polimeros de alta densidad poseen buenas propiedades
mucoadhesivas, ademas se conoce que los polimeros anidnicos son mas eficaces como bioadhesivos
gue los catidnicos y no idnicos. Por todo lo anterior, el Alginato al poseer grupos carboxilos presenta
mayor fuerza mucoadhesiva en comparacion al Quitosano y Carboximetilcelulosa

(George et al, 2006, pp. 1-14).

c) Sensibilidad al pH.

El Alginato en medio acido sufre una contraccion quimica que impide la liberacién del farmaco
encapsulado en la forma farmacéutica, sin embargo, en medio alcalino el polimero se hincha
convirtiéndose en una capa viscosa, que facilita la liberacion del principio activo. Este fenémeno
podria ser util para el desarrollo de sistemas gastrorresistentes de administracion oral

(George et al, 2006, pp. 1-14).
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d) Condiciones de Gelificacion

La propiedad mas importante del Alginato es su capacidad para formar geles al reaccionar con
cationes divalentes como el Calcio. Este polimero forma una estructura en contacto con cationes,
originando una red tridimensional que atrapa las moléculas del farmaco. Las microesferas se pueden
preparar por gelificacion ionica a partir de una solucion de Alginato sédico, que se deja caer en forma
de gotas sobre otra que contienen cationes como Calcio, Estroncio y Bario. La gelificacién y
reticulacion del polimero se consiguen mediante el intercambio quimico de iones de Sodio con
cationes divalentes lo que provoca el apilamiento de los grupos urénicos, creando una estructura
reticulada conocida como Egg-box, (Figura 8-1), que se caracteriza por contener aproximadamente
un 99% de agua y presentar caracteristicas muy similares a los solidos, ya que conservan su forma y
son resistentes al estrés fisico. Las reacciones quimicas entre los grupos urénicos del Alginato y el
cation, pueden ser temporales o permanentes, por lo que empleando bajas concentraciones de calcio
se consiguen asociaciones temporales que dan lugar a soluciones viscosas y tixotropicas, mientras
utilizando concentraciones altas, el polimero gelifica produciendo microesferas que precipitan

formando asociaciones permanentes (George et al, 2006, pp. 1-14).

CcCOoO” HO

“O0C

Figura 8-1: Estructura EGG-BOX
Fuente: George et al., 2006
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1.1.5. Mecanismos de Gelificacion ionica con Alginatos

El proceso de formacion del gel se inicia a partir de una solucién de sal de Alginato y una fuente de
calcio externa o interna desde donde el ién calcio se difunde hasta alcanzar la cadena polimérica,
como consecuencia de esta unidn se produce un reordenamiento estructural en el espacio resultando
en un material sélido con las caracteristicas de un gel. El grado de gelificacion dependera de la
hidratacion del Alginato, la concentracion del i6n calcio y el contenido de los G-blogques
(Funami et al., 2009, pp. 1746-1755). La transicion sol-gel se ha visto esencialmente controlada por la
habilidad de introducir el i6n vinculante al Alginato. También se ha observado que la cinética de
gelificacion y las propiedades del gel pueden depender del tipo de contra-ién, es decir, el i6n
monovalente de la sal de Alginato (Potasio o Sodio). De hecho, se ha encontrado que los Alginatos
de potasio presentan un proceso de transicién solucion-gel mas rapido respecto a los Alginatos de
sodio preparados a bajas concentraciones de calcio. Los mecanismos de gelificacion idnica se han
llevado a cabo fundamentalmente por dos procesos: la gelificacion externa y la gelificacion interna

(Draget, 2000, pp. 117-122).

1.1.5.1. Gelificacion externa

El proceso de gelificacion externa ocurre con la difusion del ién calcio desde una fuente que rodea al
hidrocoloide hacia la solucion de Alginato de pH neutro. La formacién del gel se inicia en la interfase
y avanza hacia el interior a medida que la superficie se encuentra saturada de iones calcio, de manera
que el i6n sodio proveniente de la sal de Alginato es desplazado por el cation divalente solubilizado
en agua. Este interacciona con los G-bloques de diferentes moléculas poliméricas, enlazandolas entre
si. Aunque, la fuente de calcio méas usada ha sido el CaCl, debido a su mayor porcentaje de calcio
disponible, han sido empleadas otras sales tales como el acetato monohidratado y el lactato de calcio

(Saha y Bhattacharya, 2010, pp. 587-597).
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1.1.5.2. Gelificacion interna

El proceso de gelificacidn interna consiste en la liberacion controlada del i6n calcio desde una fuente
interna de sal de calcio insoluble o parcialmente soluble dispersa en la solucion de Alginato de sodio.
La liberacion del idn calcio puede ocurrir de dos formas, si se tiene una sal de calcio insoluble a pH
neutro pero soluble a pH acido, por lo que es necesario adicionar un acido orgéanico que al difundirse
hasta la sal permita la acidificacion del medio consiguiendo solubilizar los iones calcio. En este caso,
las sales de calcio mas empleadas son el carbonato de calcio y el fosfato tricalcico, y en casos
especificos el fosfato dicalcico y el citrato tricalcico. Para la acidificacion del medio se cuenta con
acidos organicos como el acético, adipico y el glucono delta-lactona. Si la sal de calcio es
parcialmente soluble, el proceso de gelificacion interna consiste en la adicion a la mezcla Alginato-
sal de calcio, un agente secuestrante como el fosfato, sulfato o citrato de sodio. Al adicionar un
secuestrante este se enlaza con el calcio libre retardando asi el proceso de gelificacion, el sulfato de
sodio ha sido cominmente el mas empleado debido a su bajo costo y conveniente solubilidad. Los

mecanismos de gelificacion idnica son descritos en la figura 9-1 (Helgerud et al., 2010, p 50-72).

Externa Interna () Interna (b)

0.

(a) Sal insoluble. (b) Sal parcialmente soluble.

Figura 9-1: Mecanismos de Gelificacion idnica.
Fuente: Helgerud et al., 2010
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La principal diferencia entre el mecanismo de gelificacion externa e interna es la cinética del proceso.
Si lo que se pretende es el control de la transicion solucidn-gel, en el proceso de gelificacion externa
los factores a manipular son la concentracion de calcio y composicion del polimero. Mientras que,
para el proceso de gelificacién interna se deben considerar la solubilidad, concentracion de la sal de

calcio, concentracion del agente secuestrante y del &cido organico empleado (Draget, 2000, pp. 117-122).

1.1.6. Quitosano

El Quitosano es un polimero natural que se obtiene a partir de la Quitina, la cual forma parte de la
estructura de numerosos organismos vivos como artrépodos, moluscos y hongos. Esta constituida
por unidades de 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucosa unidas por enlaces B-(1—4) (Figura 10-1). La
obtencion de Quitosano a partir de Quitina se realiza por desacetilacion, dejando libre el grupo amino
del carbono 2, en la mayoria de veces este proceso no llega al 100%, es por ello que al Quitosano se
le considera un copolimero de 2- acetamido-2-deoxy-f-D-glucosa y 2-amino-2-deoxy-p-D-glucosa

(Figura 11-1). (Aldana et al, 2008. pp. 8844-8850) (Harris, 2010, pp. 10-112).

CH,
0 /
OH ==c H u OH
H
H \
NH H o
-
HO ~ 0
HO HO OH
-0 0 H
H NH
NH /
/ H C H
§ _—C . oo 0/ \Cll
- 3
o= \\\CH\ | o

Figura 10-1: Estructura quimica de la Quitina.
Fuente: Harris, 2010
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Figura 11-1: Estructura quimica de Quitosano.
Fuente: Harris, 2010.

1.1.6.1. Propiedades del Quitosano

a) Biocompatibilidad y biodegradabilidad.
El Quitosano es altamente tolerado en el organismo dado que es metabolizado por varias enzimas,
especialmente la lisozima, razon por la cual se le considera como un polimero biodegradable

(George et al, 2006, pp. 1-14).

b) Mucoadhesividad.

El Quitosano presenta gran interés para la industria farmacéutica, pues se ha observado que el tiempo
de adherencia de un sistema bioadhesivo puede prolongarse con el uso de este polimero, ademas
puede ser Gtil para la liberacion de farmacos en regiones especificas del tracto gastrointestinal, debido
a que su propiedad bioadhesiva la que se cree se origina al interactuar las zonas i6nicas de los grupos
amino cargados positivamente y la capa de moco cargado negativamente (Figura 12-1). Varios
estudios han demostrado que la fuerza de adhesion aumenta con el grado de desacetilacion (George et
al, 2006, pp. 1-14), que no es mas que el porcentaje de grupos amino libres que posee el Quitosano, por
lo que mientras mayor sea la presencia de estos grupos mayor serd su fuerza adhesiva

(Harris, 2010, pp. 10-112).
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Figura 12-1: Interaccion entre el polimero bioadhesivo

y la membrana mucosa.
Fuente: George et al., 2006

1.1.6.2. Propiedades fisicoquimicas del Quitosano

La presencia de grupos aminos en la molécula de Quitosano, lo convierte en un polimero en un
polieléctrolito catiénico con un pKa de 6,5; proporcionandole caracteristicas fisicoquimicas muy
particulares y modifica su funcionalidad; por otro lado la presencia de grupos hidroxilos, permiten la
facil modificacion quimica de este polimero (Cho et al., 1998, pp. 3839-3843).

Las principales propiedades fisicoquimicas del Quitosano estan estrechamente relacionadas con su

estructura quimica (No et al., 2002, pp. 1511-1514).

a) Peso molecular

Afecta a las propiedades fisicoquimicas del Quitosano, como su viscosidad y solubilidad, por lo que,
conocer este parametro es muy importante para elucidar las caracteristicas del polimero, asi como
también las de sus productos. Varias investigaciones han demostrado que el peso molecular del
Quitosano modifica su funcionalidad como agente espesante, regulador de la viscosidad, agente

ligante de color y vehiculo para liberacion de farmacos, entre otras aplicaciones
(Tsaih y Chen, 1999, pp. 1905-1913) (Becheran et al., 2004, pp. 127-133).
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b) Grado de Desacetilacion

Se concoce como grado de desacetilacion, el porcentaje de grupos amino libres en la molécula de
Quitosano, este parametro es el que permite la solubilidad y la bioactividad, asi como también muchas
de las aplicaciones de este polimero. De hecho, el Quitosano es definido como la Quitina que ha sido
desacetilada en un 60-75% o mas, punto en el cual se vuelve soluble Unicamente en soluciones acidos

0rganicos (Khan et al., 2002, pp. 115-122).

¢) Solubilidad

El Quitosano es un polimero insoluble en agua, pero es altamente soluble en soluciones de acidos
organicos (Park et al., 2002, pp. 194-197), €S por esta razdn que en esta investigacion se utilizé &cido citrico
al 5% como medio de solubilizacion. Este acido orgéanico fue escogido debido a que presenta buenas
caracteristicas organolépticas en comparacion al acido acético que fue el utilizado en otras
investigaciones (Chavarri et al., 2010).

La solucion de Quitosano a diferencia de la Quitina, es posible debido a la protonacion de los grupos
amino libres en la cadena de del polimero, generando asi una sal de Quitosano. Por lo tanto las cargas
positivas presentes en la molécula, determinan el comportamiento del Quitosano en la solucién. Al
igual que el grado de desacetilacion, la distribucion de los grupos amino influye en la solubilidad del
Quitosano (Becheran et al., 2004, pp. 127-133).

La solubilidad no solo varia en funcion del peso molecular y del grado de desacetilacion, sino también
de otros factores como: pH, tipo de solvente, temperatura, pK y fuerza idnica y concentracién del

4cido (Rinaudo, 2006, pp. 603-632).

d) Viscosidad

Debido a que el Quitosano forma soluciones viscosas en soluciones &cidos organicos. La viscosidad
de una solucion depende del peso molecular y tipo de solvente utilizado. La determinacién de este
pardmetro  permite  conocer el peso  molecular aproximado del  Quitosano

(Rabea et al., 2003, pp. 1457-1465).
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1.1.7. Microencapsulacion

La microencapsulacion es un proceso tecnolégico en el que estadn inmersos una gran variedad de
compuestos bioactivos (farmacos, vitaminas, acidos nucleicos, péptidos, saborizantes, colorantes,
aceites esenciales, nutrientes y pesticidas) en una matriz o un sistema de membranas. La sustancia
encapsulada es generalmente un liquido, pero también puede presentarse en forma sélida. El producto
obtenido mediante este proceso se define como microparticula (Fang y Bhandari 2010, pp. 510-523). En el
cuadro 2-1 se indica la clasificacion de las particulas de acuerdo a su tamafio.

TABLA 2-1: Clasificacion de las particulas
Segun su tamafo

Denominacion Tamafio (nm)
Nanoparticulas <1
Micropérticulas 1 A 1000
Macropérticulas >1000

Fuente: Lozano et al., 2012

1.1.7.1. Microparticulas

Las microparticulas son pequefias particulas que se definen como sistemas sélidos elaborados a base
de polimeros, u otros materiales, de naturaleza biodegradable o no, que se utilizan para vehiculizar
distintos tipos de compuestos bioactivos. Con respecto a su morfologia y estructura interna, las

microparticulas se dividen en dos tipos: las microesferas y microcapsulas.

Las denominadas “microesferas” son sistemas que tienen una estructura de tipo matricial, donde las
sustancias encapsuladas pueden ser adsorbidas en la superficie de la particula o encapsuladas en su
interior. Las microesferas pueden ser sistemas dispersos homogéneos o heterogéneos en funcion de
la sustancia encapsulada y de su estado molecular (disuelto) o en forma de particulas (en suspension).
Por su parte las microcdpsulas son sistemas reservorio que poseen una estructura morfolégica
relativamente simple, constituidas por dos elementos claramente diferenciados: el nicleo interno, que

contiene el compuesto bioactivo, y la membrana de revestimiento, por lo general de naturaleza
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polimérica. A su vez, las microcdpsulas pueden ser constituidas por una particula simple como las
microcapsulas mononucleares o por un cluster de particulas en el interior de la particula revestida

(microcapsulas polinucleares) (Figura 13-1).

Microcapsulas Microesferas

00
O

a b c

[ Farmaco [J Agente encapsulante

a) Microcapsula mononuclear: b) Microcapsula polinuclear: ¢) Microesfera homogénea: d) Microesfera heterogénea

Figura 13-1: Tipos diferentes microparticulas
Fuente: Aftabrouchad y Doelker, 1992.

1.1.8. Técnicas de Microencapsulacion

La microencapsulacién puede realizarse por diferentes técnicas, cuya seleccion esta determina por las
propiedades fisicoquimicas de sustancia a encapsular y del material de soporte, ademas de la
aplicacion y funcionalidad. Béasicamente las técnicas de encapsulacion pueden clasificarse en tres

tipos, encapsulacion por extrusion, emulsion y secado por atomizacién (Pal et al., 2009, pp. 123-131).

1.1.8.1. Encapsulacion por extrusién

Esta técnica consiste en la formacién de gotas de una solucién de polimero mediante el uso
dispositivo. Las gotas formadas caen sobre un bafio que contiene el agente gelificante, quien induce
la gelificacién mediante el mecanismo de gelificacion externa. La principal limitacion que presenta
esta técnica es el gran tamafio de las microparticulas, que dependen del didmetro de la boquilla del
dispositivo extrusor. Entre otras desventajas se encuentra, la dificultad de produccion a gran escala
debido a que la formacion de las microparticulas se logra una a una, lo cual trae como consecuencia
largos tiempos de gelificacion (Mofidi et al., 2000, pp. 885-888). Adicionalmente, existen otros factores

que influyen en el tamarfio y morfologia de las particulas, como por ejemplo: la distancia de separacion
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de la boquilla al bafio, el efecto de la gravedad y la tension superficial de la solucién que induce la
gelificacion. A pesar de todos estos factores, la técnica de microencapsulacion por extrusion ha sido
empleada tradicionalmente para la obtencidn de microcapsulas con tamafios uniformes.

Recientes estudios, demuestran que la aplicacidn de esta técnica mejora notablemente al incorporar
dispositivos extrusores como boquillas maltiples y discos aspersores, inyectores con impulsos
vibratorios (Dohnal y Stépanek, 2010, pp. 254-259) € incluso con flujo de aire incorporado, todos disefiados
bajo el mismo objetivo, la produccion masiva de microparticulas. En la figura 14-1 se muestran
diferentes tipos de dispositivos extrusores para la preparacion de microcapsulas
(Zuidam y Shimoni, 2010, pp. 3-29).
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a) Atomizador con corte sistematico del chorro; b) Boquilla vibratoria
¢) Disco atomizador; d) Flujo de aire coaxial; e) Potencial electroestatico
1

Figura 14-1: Tipos de dispositivos extrusores
Fuente: Zuidam y Shimoni, 2010.
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1.1.8.2. Encapsulacion en Emulsion

La técnica de encapsulacion en emulsion se ha definido como el proceso de dispersion de un liquido
en otro liquido inmiscible donde la fase dispersa consta de la matriz que incluye el componente a
encapsular. La adicién de un tensioactivo mejora la formacion y estabilidad de la emulsion, asi como
la distribucion de tamafio de las gotas (Poncelet, 2001, pp. 74-82). En este sentido, la preparacion de
microparticulas por emulsificacion puede llevarse a cabo empleando el mecanismo de gelificacion
externa o interna. Para el primer caso, la gelificacion externa en emulsidn, consta en la dispersion de
una mezcla solucion de polimero y un componente en una fase continua no acuosa, seguido de la
adicion de una fuente de calcio que al difundirse a la fase dispersa inicie la gelificacion permitiendo
la encapsulacion, y a su vez, la desestabilizacion de la emulsion para la separacion de las capsulas
formadas. Mientras que, la técnica en emulsion por gelificacion interna se fundamenta en la liberacion
del i6n calcio desde un complejo insoluble o parcialmente soluble en cuyo caso se adiciona un agente
secuestrante, contenido en una solucion de polimero-componente el cual es dispersado en una fase
continua no acuosa generando una emulsiéon agua en aceite (W/O) (Gouin, 2004, pp. 330-347). La
liberacion del ion calcio ocurre con la adicion de un &cido organico soluble en la fase continua que al
difundirse disminuye el pH del medio solubilizando la sal y produciendo la gelificacién. Las técnicas

de microencapsulacién en emulsién se describen en la figura 15-1.

Solucién alginato Solucion alginato Solucién alginato
compuesto compuesto-sal insoluble Ca compuesta-sal parcialmente soluble Ca
. + secuestrante
CaCl, —1 ‘ J l 17 H
T o

Microcapsulas de alginato de calcio-compuesto

Figura 15-1: Técnica de microencapsulacion en emulsion.
Fuente: Champagne y Fustier, 2007.
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En este orden de ideas, investigaciones recientes han determinado la posibilidad de combinar las
técnicas de microencapsulacion o modificar las propuestas, al incorporar dispositivos mecanicos mas

efectivos e incluso procesos fisico-quimicos adicionales que los optimicen.

1.1.8.3. Encapsulacion mediante secado por atomizacion

El secado por atomizacién ha sido una tecnologia ampliamente usada por la industria debido a su
reproducibilidad y economia. Ha sido usado para enmascarar sabores, aromas y la encapsulacion de
vitaminas. El procedimiento consiste en la preparacion de una emulsion o suspensién que contenga
al compuesto a encapsular y el material polimérico, el cual es pulverizado sobre un gas caliente que
generalmente es aire promoviendo asi la evaporacion instantanea del agua, permitiendo que el
principio activo presente quede atrapado dentro de una pelicula de material encapsulante. Las
microparticulas en polvo obtenidas son separadas del gas a bajas temperaturas. Una de las grandes
ventajas de este proceso es, ademas de su simplicidad, que es apropiado para materiales sensibles a
altas temperaturas debido a que los tiempos de exposicion son muy cortos (5 a 30 segundos). A pesar,
que la suspension o emulsion a pulverizar con la técnica de secado por atomizacion se ha limitado a
formulaciones acuosas, trabajos recientes han demostrado que la combinacién de distintos
biopolimeros de fuentes naturales como las gomas (carregenato, goma arabica y Alginato), proteinas
(suero, caseinatos y gelatina), maltodextrinas, dextrosas, ceras y sus mezclas, crean nuevas matrices
poliméricas altamente versatiles y que por tanto facilitan ser empleadas con otras formulaciones

(Gharsallaoui et al., 2007, pp. 1107-1121).

1.1.9. Caracterizacion de Microparticulas

La caracterizacion de estas formas farmacéuticas consiste en el estudio de diferentes parametros
como: tamafio, morfologia, perfil de liberacion, solvente residual, eficiencia de encapsulacion,
humedad, entre otras caracteristicas. Todos estos parametros forman parte de los controles de calidad

de las formulaciones farmacéuticas elaboradas en el proceso de microencapsulacion.

-30-



1.1.9.1. Morfologia

La morfologia de estas particulas se estudia mediante técnicas de microscopia, de estas la mas
utilizada es la microscopia electronica de barrido. Actualmente también se estan usando otros tipos
de microscopia; por ejemplo, la microscopia de fluorescencia, utilizada para conocer la estructura
interna de las microparticulas, de la misma manera, la microscopia de fuerza atémica, es empleada
para el estudio de superficies de las nanoesferas. Sin embargo, varias investigaciones han demostrado
que la microscopia Optica, es una técnica simple, la cual resulta Gtil para conocer la forma y
distribucion de tamafio de las microparticulas.

El estudio de las caracteristicas morfologicas de las microparticulas revela caracteristicas
importantes, como: forma, presencia de poros, regularidad de la superficie, continuidad de
membrana, presencia de defectos y agregacion. Todas estas caracteristicas repercuten en las
aplicaciones y propiedades de las microparticulas obtenidas. Por ejemplo, la presencia de poros puede
influir en la liberacion del principio activo encapsulado y modificar el mecanismo por el cual ocurre

esta liberacion, a su vez la agregacion resulta indeseable, ya que afecta la homogeneidad del producto.

Las propiedades morfoldgicas de las microparticulas pueden verse influenciadas por la técnica de
microencapsulacion y basicamente por las condiciones experimentales en que las que se obtengan.
Asi, por ejemplo, el tipo y concentracion de polimeros puede ocasionar diferencias en la morfologia

de las particulas (Saez et al., 2007, pp. 98-107).

1.1.9.2. Tamafio de la Particula

El tamafio de las particulas es un parametro importante. Y segun referencias bibliogréaficas el tamafio
de las microesferas oscila entre 1 a 1000 hm (Lozano et al., 2012, pp. 78-102), Sin embargo se conoce que
por la técnica de gelificacion ionica se pueden obtener particulas que van desde 1 a 5 mm

(Calero et al., 2008, pp. 27-30).

Existen varias condiciones experimentales que pueden afectar al tamafio de las microesferas. Asi, por
ejemplo, el tipo, concentracion y el peso molecular del polimero, la proporcion polimero-farmaco,

velocidad de agitacion de la solucion ionizante, son los factores que mas inciden en este pardametro.
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En la actualidad existen muchas técnicas para la determinacion del tamafio de las microparticulas,
entre las principales se encuentran: la sedimentacion, centrifugacién, ultracentrifugacion, dispersion
de la luz, difraccién laser, conductividad eléctrica, microscopia optica y electronica, entre otras. Sin
embargo, no todas estas las técnicas son especificas para esta determinacion, ya no cubren el rango
de tamafios y generan inconsistencia en los resultados, Unicamente la microscopia electrénica posee

la ventaja de expresar datos congruentes (Saez et al., 2007, pp. 98-107).
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de realizacion

La presente investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la Facultad
de Ciencias, de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2. Materiales, equipos y reactivos

2.2.1. Materiales de laboratorio

e  Baldn aforado de 250, 500 y 1000 mL.
e  Vasos de precipitacion de 250 mL.

o  Tripode.

e Varilla de agitacion.

e  Soporte universal.

e Pizeta.

e Jeringa de 20 mL marca Nipro.

e  Embudo simple.

e  Probeta de 100 mL.

2.2.2. Equipos

e  Agitador magnético
e Balanza Analitica
e  Microscopio 6ptico OLYMPUS CX31

e  Secador de bandejas marca PROINGAL
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e Viscosimetro rotacional SELECTA ST-2001
e  pH metro marca HANNA
e  Desintegrador de tabletas QC-21 (USP 30)

2.2.3. Reactivos

e Acido Citrico
e  Cloruro de Calcio

e Fosfato Monobasico de Potasio.

2.2.4. Materia prima

e Alginato sddico (USP) Laboratorio Cevallos.
e  Quitosano (USP) XI"’AN LYPHAR BIOTECH CO., LTD

2.2.5. Materia animal

e  Mucosa intestinal de pollo (Gallus gallus domesticus)

2.3.  Técnicas y Métodos

Para la obtencion de las microesferas mucoadhesivas fue necesario la preparacion de diferentes

soluciones de polimeros y de otras requeridas para la evaluacion de sus propiedades mucoadhesivas.
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2.3.1. Preparacion de soluciones

2.3.1.1. Solucion de Alginato sddico (solucion A)

Para la preparacion de 250 mL de esta solucion se adicion la cantidad en gramos de Alginato Sodico
(USP, Laboratorio Cevallos) requerida segin su concentracion (Cuadro 1-2) en 25 mL de agua
desmineralizada; se agité manualmente hasta formar una pasta homogénea (Anexo E) incorporandose
el agua restante en porciones de 25 mL con agitacidn constante. Posteriormente se mantuvo en reposo
durante 24 horas con el fin de hidratar uniformemente el polimero, hasta obtener una solucidn viscosa

y homogénea (Reddy et al, 2012, pp. 93-96).

Cuadro 1-2: Preparacion de la solucion de Alginato sodio

Formulacion | Cantidad de Alginato Concentracion de
sodico (g) Alginato Sodico (%p/v)
F1 4 1,6
F2 5 2
F3 6 2,4

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

2.3.1.2. Solucién de Acido Citrico 5 % (medio solubilizante)

La solucion de Acido Citrico al 5 % (p/v), fue preparada con el propoésito de crear un medio de
disolucidn para el Quitosano, debido a que éste polimero es insoluble en agua y solventes organicos,
pero es soluble en soluciones acuosas de acidos organicos (Park et al, 2012, pp. 194-197). Para su
preparacion se disolvié 2,5 g de Acido citrico en 250 mL de agua destilada y posteriormente se filtré

a través de un papel filtro.
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2.3.1.3. Solucion de cloruro de calcio (solucién B)

Esta solucidn fue preparada con el fin de crear un medio ionizante para la gelificacién de la solucion
de Alginato sédico, para ello se disolvié 50 gramos de CaCl, en 250 mL de agua destilada y

posteriormente se filtro a través de un papel filtro.

2.3.14. Solucion de Quitosano (solucién C)

Para la preparacion de esta solucion fue necesario el empleo de la solucion de &cido citrico como
medio solubilizante. Para ello se peso la cantidad en gramos de Quitosano (USP, Xian Lyphar Biotech
Co., Ltd) requerida segun concentracién (Cuadro 2-2) la cual se incorporé en 250 mL de solucién de

medio solubilizante, agitindose manualmente para dejar en reposo durante 24 horas.

Cuadro 2-2: Preparacidn de la solucion de Quitosano

Formulacion Cantidad de Concentracion de
Quitosano (g) Quitosano (%p/v)

F1 0,5 0,2

F2 1 04

F3 1,5 0,6

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

2.3.15. Mezcla de solucién de Cloruro de calcio (solucion B) y Quitosano (solucion C) para

obtencion de solucidn ionizante

En un vaso de precipitacion de 250 mL se colocé 20 mL de la solucién B (CaCly) y 20 mL de la
solucién C (Quitosano), mezclandose. Tomando en consideracion que se empled la solucién C con
cada una de sus concentraciones (F1, F2 y F3 de Quitosano), se obtuvieron soluciones ionizantes con

diferentes concentraciones, que se representan el cuadro 3-2.
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Cuadro 3-2: Concentraciones de la solucion ionizante

Formulacion Concentracién de Concentracion de Cloruro de
Quitosano (%p/v) Calcio (%p/v)
F1 0,1 10
F2 0,2 10
F3 0,3 10

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

2.3.1.6. Preparacion de solucién tampon fosfato pH 7.4

Esta solucion fue preparada con el propdsito de crear un medio de disolucién que simule el pH
intestinal, para ello 6,805 g de Fosfato monobésico de Potasio (Laboratorios Cevallos) fueron
disueltos en 250 mL de agua destilada, posteriormente toda esta solucién se coloca en un balén
aforado de 1000 mL, después se agregd 195,5 mL de una solucién de Hidrdxido de sodio 0,2 M y se
adicion6 agua destilada hasta su aforo (Farmacopea de los Estados Unidos de América-USP 30,
2007).

2.3.1.7. Preparacidn de solucién de hidroxido de sodio 0,2 M

Para preparar esta solucion se disolvio 2 gramos de Hidroxido de sodio en agua destilada y se afor6

hasta un volumen de 250 mL.

2.3.2. Caracterizacion de las soluciones poliméricas

Una vez preparadas las soluciones de diferentes concentraciones de Alginato sédico, se procedi6 a su
caracterizacion, especificamente a la determinacién de la viscosidad, ya que este valor condiciona la
seleccion del tipo de instrumento de goteo, ademas de influir en la morfologia de la gota producida,
la cual pudiera verse afectada a diferentes alturas de goteo en funcion de la viscosidad de la solucion
de Alginato sddico. Para esta determinacion se utilizé Viscosimetro rotacional marca Selecta ST-

2001, empleando los pardmetros presentados en la cuadro 4-2, establecidos en funcién de la
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viscosidad de las soluciones poliméricas y basados en estudios preliminares utilizando un temperatura

constante de 18°C.

Cuadro 4-2: Parametros utilizados para medir la viscosidad de soluciones

de Alginato sadico.

Formulacion | Alginato sddico (%p/v) | Husillos | Velocidad (rpm)
F1 1,6 L2 10
F2 2 L2 6
F3 2,4 L3 12

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Cabe destacar que para cada formulacién de Alginato sodico se realizaron cinco determinaciones
de este parametro, con el fin de determinar el valor medio de la viscosidad. En anexo O, se
muestran los husillos empleados en este ensayo.

La importancia de esta valoracion radica en conocer como la viscosidad de las soluciones afecta al

tamafio de la gota, a través de la altura del tipo de instrumento goteo seleccionado.

2.3.3. Estandarizacion del método de elaboracion de microesferas mucoadhesivas.

Para llevar a cabo la elaboracion de microesferas mucoadhesivas se realizaron una serie de
experimentos preliminares, con el fin de estandarizar los pardmetros que inciden directamente en la

morfologia y tamafo de las particulas. Para ello se llevaron a cabo las siguientes valoraciones:

e Seleccion del instrumento de goteo.
e Evaluacién de la altura éptima de goteo.

e Mecanismo de secado de microesferas.

2.3.3.1. Seleccion del instrumento de goteo.

Segun especificaciones bibliogréficas, el tamafio de las microesferas debe ser maximo de 1mm de

diametro (Lozano et al., 2012, pp. 78-102); ademas se ha comprobado que el valor de éste parametro se
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encuentra estrechamente relacionado con el tamafio de la gota de la solucién de Alginato sédico
empleado en el método de gelificacion idnica (Lopez y Villalta, 2009, pp. 22-188), razon por la cual se
evaluaron 2 dispositivos de goteo:

e Bureta de 50 mL

o Jeringa de 20 mL marca Nipro sin aguja

2.3.3.2. Determinacién de la altura 6ptima de goteo

La altura de goteo constituye otro parametro importante que influye en el tamafio y la morfologia de
las microesferas (Lépez y Villalta, 2009, pp. 22-188). Para evaluar este efecto se utilizaron 3 alturas
diferentes (Cuadro 5-2), obtenidas desde la superficie de la solucién ionizante hasta la punta del

instrumento de goteo.

Cuadro 5-2: Diferentes alturas de goteo para la determinacién
del valor 6ptimo.

Paradmetro Altura de goteo (cm)
Altura 1 2,5
Altura 2 5
Altura 3 10

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

2.3.3.3. Mecanismo de secado

El secado de las microesferas obtenidas fue realizado en secador de bandeja marca PROINGAL, para
lo cual fue necesario la estandarizacion de los parametros criticos del proceso como: la temperatura,

el tiempo y la superficie sobre la cual se depositan las microesferas durante el secado.

2.3.4. Meétodo de elaboracion de microesferas mucoadhesivas

Una vez lograda la estandarizacion del método de elaboracién, se procedié a la preparacion de las

microesferas utilizando tres formulaciones con diferentes concentraciones de polimeros, ya que seguin
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estudios realizados, la concentracion de Alginato sédico y Quitosano para una adecuada elaboracion
de microesferas mucoadhesivas es aproximadamente de 2% y 0.2% respectivamente,
(Reddy et al, 2012, pp. 93-96). Con el fin de seleccionar la formulacién que permita la obtencién de
microesferas con las mejores caracteristicas de mucoadhesion, se prepararon las indicadas en el

cuadro 6-2.

Cuadro 6-2: Formulaciones para la elaboracién de microesferas

mucoadhesivas.

Concentracion de | Concentracion | Concentracion de
Formulacion | Alginato sédico | de Quitosano | Cloruro de Calcio
(%P/V) A (%P/V) (%P/V)
F1 1,6 0,1 10
F2 2 0,2 10
F3 2,4 0,3 10

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

A continuacion se indica el método de elaboracion de microesferas mucoadhesivas utilizando la

técnica de gelificacion ionica.

e Secoloco 40 mL de la solucidn ionizante en un vaso de precipitacion de 250 mL, se agita a 500
rpm con la ayuda de un agitador magnético, durante toda la preparacion.

e Secolocd 20 mL de la solucion A (Alginato sodico) en una jeringa de 20 mL sin ajuga.

e Se mide y se ajusta para cada formulacion la altura de goteo seleccionada, medida desde la
superficie de la solucién ionizante del vaso de precipitacion hasta la punta del instrumento de
goteo.

e  Sepermiti6 el goteo de la solucién A sobre la solucion ionizante mantenida en agitacion, (anexo
H)

e Se detiene la agitacion y se deja en reposo durante 2 horas con el fin de permitir el
endurecimiento de las microesferas obtenidas.

e Por medio de decantacion se separaron las microesferas del seno de la solucion, finalmente se

tamizaron a través de una malla N° 16 (Normas ASTM E-11/95: 1,18mm) (anexo I).
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e  Las microesferas se secaron en una caja hecha de papel de empaque en un secador de bandeja a
temperatura ambiente durante 20 horas (anexo L), (Wittaya-areekul et al, 2006, pp. 113-118)

(Lépez y Villalta, 2009, pp. 22-188).

2.3.5. Evaluacién de microesferas mucoadhesivas

2.3.5.1. Determinacion de la pérdida de humedad por deshidratacion de las microesferas

mucoadhesivas.

Se colocan 2 gramos de microesferas obtenidas en cada formulacion, para ser deshidratadas sobre
una caja de papel de empaque en un secador de bandeja a temperatura ambiente durante 20 horas. El
porcentaje de agua eliminada se calcula de la siguiente manera, (Hernandez, 2014, pp. 15-88):

Célculo:
. . L m—ml
Pérdida por deshidratacion (%) = — X 100

Donde:
m: peso en gramos de microesferas antes de la deshidratacion.

m1: peso en gramos de microesferas después de la deshidratacion.

2.3.5.2. Rendimiento de produccion de microesferas mucoadhesivas

El rendimiento permite determinar el porcentaje de microesferas obtenidas con respecto a la cantidad
total de material empleado (Lopez y Villalta, 2009, pp. 22-188) (Zhang et al., 2011) (Zava et al, 2014, pp. 117-125),
para ello se pesaron las microesferas obtenidas al final del proceso en cada formulacion, con el fin de

determinar cual de ellas presente mayor porcentaje de rendimiento.

Calculo

M
Rendimiento (%) = 100
endimiento (%) Alginato + CaCl2 + Quitosano *
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Donde:

M: gramos de microesferas obtenidas al final de la elaboracién.
Alginato: gramos de Alginato sédico utilizado.

CaCl2: gramos de Cloruro de Calcio utilizado.

Quitosano: gramos de Quitosano utilizado.

2.3.5.3. Determinacién del tamafio y morfologia de las microesferas.

El tamafio y morfologia de las microesferas mucoadhesivas se evaluaron utilizando un microscopio
Optico marca Olympus CX31, con objetivos de 4X, para lo cual se colocaron las microesferas sobre
un campo cuadriculado, cuyo tamafio de cuadricula es de 1mm (Lépez y Villalta, 2009, pp. 22-188)
(Zhang et al., 2011, pp. 11-19) (Ribeiro et al., 2012 pp. 433-441) (Garrait et al., 2014, pp. 363-372).

Debido a que no todas las microesferas obtenidas son particulas totalmente esféricas, la determinacion
del tamafio se baso en la medicion del diametro de Feret (Figura 1-2), el cual asume que la particula
es hipotéticamente esférica, por lo que este didmetro relaciona el tamafio de una particula no esférica
con su particula esférica equivalente. La determinacion se realizé midiendo la distancia entre dos

tangentes trazadas de forma perpendicular (Lozano et al, 2012, pp. 78-102).

4+—> ¢ ’ ¢ ’

Figura 1-2: Diametro de Feret

Fuente: Lozano et al., 2012
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2.3.5.4. Evaluacién de la mucoadhesividad “In vitro”

La propiedad mucoadhesiva de las microesferas se evalu6 con el método de ensayo conocido como
“Wash-off”, (Ratnaparkhi et al, 2014) (Parmar et al, 2010, pp. 1157-1167). Para ello se utilizé el aparato
desintegrador de tabletas (segin la USP 35), reemplazando el cestillo o canasta, por la mucosa
intestinal de pollo atada con un hilo de algoddn. En el beaker de 1 L se coloco una solucidn tampén
fosfato pH 7,4 a 37+/- 2°C, que simula el fluido intestinal. Posteriormente se extendieron 20
microesferas mucoadhesivas sobre el intestino y se procedié al encendido del equipo que se
caracteriza por proporcionar movimientos ascendentes y descendentes (30 veces/minuto) simulando
el peristaltismo intestinal (Anexo T). Se valord la cantidad de microesferas adheridas, restando del
total el nimero de microesferas despejadas de cada 30 minutos, durante 6 horas
(Reddy et al, 2012, pp. 93-96) (Pal et al., 2012, pp. 123-131). El porcentaje de microesferas adheridas se calculd
de la siguiente manera (Malik et al., 2013, pp. 44):

N Numero de microesferas adheridas
Mucoadhesion (%) = — , , x 100
Numero total de microesferas aplicadas

Se realiz6 un andlisis de control de calidad basado en la mucoadhesion que presentan las microesferas.
El analisis se fundamenta en el teorema de Chebyshev, el cual brinda cierto margen de probabilidad
en el que los valores pueden estar fuera de una distancia establecida (+ 3 desviaciones estandares)
respecto a la media (Freund y Miller, 2000, p 25-58.). Este estudio resulta atil para conocer el
intervalo de tiempo en el que las microesferas presentan un dptima mucoadhesién, ademas permite

identificar las fluctuaciones de adhesién durante este ensayo.
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CAPITULO 11l

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Caracterizacion de las soluciones poliméricas

Una vez preparadas las soluciones de Alginato sddico a las diferentes concentraciones, se procedi6 a
la medicion de la viscosidad que presenta cada una de ellas. A continuacidn en cuadro 1-3, se indican
los valores de la viscosidad de las soluciones.

Cuadro 1-3.: Viscosidad de soluciones de Alginato sodico.

Formulacion Alginato sodico (Yop/v) Viscosidad (cP)
F1 1,6 1881,94
F2 2 3595,94
F3 2,4 6540,26

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Graéfica 1-3: Concentracidn de soluciones de Alginato sddico en funcion
a la viscosidad.
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Concentracion de Alginato sédico (%P/V)

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Como era de esperarse, a medida que aumenta la concentracion del polimero aumenta la viscosidad
de la solucion (Figural-3), esto se debe a la naturaleza propia de la sustancia
(Arvizu et al., 2002, pp. 27-36). Los datos obtenidos en esta determinacion son importantes para la
seleccion del instrumento de goteo, por lo que constituyen resultados preliminares a la

estandarizacion del método de elaboracion.

3.2. Estandarizacion del método de elaboracién de microesferas mucoadhesivas.

3.2.1. Seleccion del instrumento de goteo.

En esta determinacién se evaluaron dos instrumentos: la bureta de 50 mL y jeringa de 20 mL sin
ajuga. Durante los ensayos preliminares se observo que al colocar las formulaciones de Alginato
sodico (F1, F2 y F3) cuyas concentraciones y viscosidades se muestran en el cuadro 1-3. Con la bureta
el llenado de las soluciones no era uniforme y por tanto la capacidad de goteo result6 deficiente (anexo
G). Contrariamente se determind que con la jeringa de 20 mL sin ajuga, el llenado de las soluciones
era uniforme y existia un correcto goteo de las mismas (anexo F). Por todo lo anterior, se descarto la
bureta de 50 mL y se seleccioné a la jeringa de 20 mL como instrumento de goteo para la elaboracion

de las microesferas mucoadhesivas.

3.2.2. Determinacion de la altura 6ptima de goteo.

Para la obtencidn de mejores caracteristicas de morfologia y tamafio en las microesferas, se realizaron
varios estudios utilizando alturas de goteo de 2,5; 5 y 10 cm del dispositivo con la solucion de
Alginato sodico. A continuacion se muestran las fotografias de las microesferas obtenidas con cada

formulacion a diferentes alturas.
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Cuadro 2-3: Tamafio y morfologia de microesferas mucoadhesivas preparadas con la

formulacion 1.

Altura 2,5 cm Altura 5 cm Altura 10 cm
Mrfoloa Diametro (mm) | Morfologia | Diametro (mm) | Morfologia | Diametro (mm)
0,96 . 1,40 . 1,29
1,10 1,14 . 1,00
1,09 — 1,27 1,17
0,96 e 1,43 : 1,14
1,00 . 1,20 . 1,17
1,10 1,11 1,29
1,23 b 1,28 - 1,36
1,15 A in 1,33 . 1,18
1,32 . 1,25 . 1,22
1,27 - 1,22 ' 1,27

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Cuadro 3-3: Tamarfio y morfologia de microesferas mucoadhesivas preparadas con la formulaciéon 2.

Altura 2,5 cm Altura 5 cm Altura 10 cm
Morfologi Didmetro (mm) orologia Diadmetro (mm) | Morfologia | Didmetro (mm)
- 1,39 1,68
- 1,43 1,33
- 1,34 1,51
- 1,33 1,43
- 1,35 1,43
- 1,17 1,43
- 1,23 1,39
- 1,14 1,29
- 1,14 1,39
- 1,19 1,39

- no existe una medicion del tamafio por no presentar forma esférica
Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Cuadro 4-3: Tamarfio y morfologia de microesferas mucoadhesivas preparadas con la formulacién 3.

Altura 2,5 cm Altura5 cm Altura 10 cm Altura 70 cm

Morfologia Didmetro Morfologia | Diametro Morfologia Diametro Morfologia Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm)

| . | . | B

K

. {
- A
1

- y

1,49

1,51

&
i .
A

1,47

ey
Y

&

1,43

1,43

1,60

1,54

1,25

5 NI

o s

| B - -
4 [

- no existe una medicion del tamafio por no presentar forma esférica

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Como se puede observar en los cuadros 2-3; 3-3 y 4-3, las microesferas obtenidas en cada formulacion
presentan un tamafo y morfologia variada. Asi por ejemplo, las obtenidas a una altura de goteo de
2,5 cm con la formulacién 2, y las obtenidas a 2,5; 5y 10 cm con la formulacién 3 presentan una
forma irregular semejante a una forma piriforme. Debido a que los pardmetros de calidad indican que
las microesferas deben presentar una morfologia esférica (Lépez y Villalta, 2009, pp. 22-188), Se
descartaron del estudio todas aquellas que no cumplian con este parametro. En el caso de la
formulacion 3, en vista de que ninguna de las alturas de goteo establecidas permitia la obtencién de
particulas esféricas, se realizaron una serie de ensayos encontrandose que a una altura de goteo de 70

cm, se obtenian microesferas con adecuadas caracteristicas morfoldgicas.

Esta deformacion en la morfologia puede deberse a un aumento en la viscosidad de las soluciones de
Alginato sédico, basicamente a la tension superficial, que es la fuerza encargada de formar una
particula esférica cuando un liquido se encuentra en caida libre. A medida que la viscosidad de un
liquido aumenta, la tension superficial disminuye, debido a que la viscosidad ejerce una resistencia
la cual impide la formacion de una particula esférica. Por esta razén, se requiere de una mayor altura
en el dispositivo de goteo con el fin de aumentar el tiempo, para que la tension superficial transforme
a la gota de la solucion de Aginato sédico en un cuerpo esférico (Andueza et al., 2000, pp. 224-228)

(Fuentes et al., 2001, pp. 181-188).

De igual manera, la variacién en los tamafios de las microesferas puede ser explicado por el aumento
en la concentracion de Alginato sodico, que al aumentar su viscosidad, incrementa el tamafio de la

gota y por tanto se produce un mayor didmetro en las particulas (Reddy et al., 2009, pp. 93-96).

3.2.2.1. Analisis estadistico del tamafo de microesferas mucoadhesivas

Se realizaron una serie de analisis estadisticos con el fin de seleccionar la altura 6ptima para cada
formulacién, mediante la cual se puede obtener microesferas mucoadhesivas con adecuadas
caracteristicas de morfologia y tamafio. A continuacion se presentan los analisis realizados en cada

formulacion.
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Cuadro 5-3: Pardmetros estadisticos de los tamafios de las microesferas

mucoadhesivas obtenidas con las diferentes formulaciones.

Formulacién Altura (cm) Estadistico Resultado

Media 1,12

Mediana 11

Varianza 0,02

2,5 Desviacion estandar 0,13

Minimo 0,96

Maximo 1,32

Rango 0,36

Media 1,26

Mediana 1,26

Varianza 0,01

1 5 Desviacion estandar 0,1

Minimo 1,11

Maximo 1,43

Rango 0,32

Media 1,21

Mediana 1,2

Varianza 0,01

10 Desviacion estandar 0,1
Minimo 1

Maximo 1,36

Rango 0,36

Media 1,27

Mediana 1,28

Varianza 0,01

5 Desviacion estandar 0,11

Minimo 1,14

Maximo 1,43

5 Rango 0,29

Media 1,43

Mediana 1,41

Varianza 0,01

10 Desviacion estandar 0,11

Minimo 1,29

Maximo 1,68

Rango 0,39

Media 1,46

Mediana 1,46

Varianza 0,01

3 70 Desviacion estandar 0,09

Minimo 1,25

Maximo 1,6

Rango 0,35

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Como se observa en cuadro 5-.3, las microesferas preparadas con la formulaciéon 1 presentan un
diametro equivalente de 1,12 + 0,13; 1,26 £ 0,10 y 1,21 + 0,10 mm, para una altura de goteo de 2,5;
5y 10 cm, respectivamente, mientras que las obtenidas en la formulacion 2, presentan un diametro
de1,27+0,11mma5cmy1,43+0,11 mma 10 cm, y las preparadas con la formulacién 3, 1,46 mm
+ 0,09 a una altura de 70 cm. Con el fin de conocer si existen diferencias significativas en los tamafios
de las microesferas de cada formulacion, se realizaron pruebas estadisticas que se presentan a
continuacion.

Cuadro 6-3: Test de normalidad de los de los tamafios de las microesferas

Formulacion | Altura (cm) | Estadistico | Df Significancia
2,5 0,93 10 0,49
1 5 0,97 10 0,89
10 0,95 10 0,65
) 5 0,89 10 0,21
10 0,87 10 0,08
3 70 0,9 10 0,22

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Al realizar la prueba de Shapiro-Wilk, se determin6 que los valores de los tamafios de las microesferas
obtenidos en la formulacion 1, 2 y 3 siguen una distribucion normal, lo que nos da a entender que el

95 % de los datos se encuentra en un rango entre + 2 desviaciones entandares.

Cuadro 7-3: Test de homogeneidad de varianzas de los

tamafios de las microesferas mucoadhesivas

Formulacién | Levene Dfl Df2 Significancia
1 0,38 2 27 0,69
2 1,04 1 18 0,32

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

De la misma manera se comprobé mediante la prueba de Levene que los datos obtenidos en la

formulacién 1y 2, presentan varianzas homogéneas.
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Cuadro 8-3: Andlisis de varianzas (ANOVA) de los tamafios de las microesferas mucoadhesivas

Formulacién Suma de Df Media de F Significancia
cuadrados cuadrados

Entre
Grupos 0,1 2 0,054

1 Dentro de 0,33 97 0,012 4,38 0,02
Grupos
Total 0,44 29
Entre 0,12 1 0,12
Grupos

2 Dentro de 0,21 18 0,012 10,44 0,005
Grupos
Total 0,33 19

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Al realizar un analisis de varianzas (ANOVA) se determin6é gque con un 95% de confianza, los
diametros equivalentes de las tres alturas de goteo de la formulacion 1 y de las dos alturas en la
formulacion 2 son estadisticamente diferentes, es decir, existen diferencias significativas en el tamafio
de las microesferas. Por ello, se selecciond como la mejor altura de goteo la correspondiente a 2,5 cm
para la formulacion 1y 5 cm para la formulacién 2, ya que permiten la obtencion de microesferas con
un tamafio mas préoximo al de referencia 1 + 0,1 mm (Lépez y Villalta, 2009, pp. 22-188)

(Lozano et al., 2012, pp. 78-102).

3.2.3.  Mecanismo de secado

La determinacién de las condiciones de secado de las microesferas se estudiaron bajo criterios
establecidos en fuentes bibliogréaficas con diferentes valores de temperatura y tiempo. Al ensayar con
una temperatura y tiempo de secado de 105 °C durante 1,5 horas respectivamente (Lépez y Villalta, 2009,
pp. 22-188), se observo la degradacion y pérdida de las caracteristicas iniciales de las microesferas, de
la misma manera al realizar el secado a 60 °C por 2 horas (Miadenovska et al, 2007, pp. 59-69)
(Crcarevska et al., 2008, pp. 565-578), se obtuvo un resultado negativo puesto que las microesferas se
deshidrataron de una manera incorrecta perdiendo asi su morfologia. Todo lo anterior conllevo a

experimentar condiciones con menores valores de temperatura y tiempo, lo que permitié determinar
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como valor 6ptimo la temperatura ambiente (20 - 25°C) para el secado, empleando un desecador de
bandeja durante un tiempo de 20 horas, lo cual concuerda con lo expuesto en otras investigaciones
(Mennini et al., 2012, pp. 67-75).

Cuadro 9-3. Fotografias de microesferas mucoadhesivas secadas

a diferentes tiempos y temperatura

Temperatura Tiempo Resultado
(°C) (h)
105 15
60 2
20-25 20

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Segun fuentes bibliograficas se conoce que estas formas farmacéuticas deben ser deshidratas en un
cilindro rotatorio con temperatura y tiempo controlados (Ramos et al., 2001, pp. 126-135), para que de esta
manera se obtengan microesferas con adecuadas caracteristicas morfoldgicas. Al no contar con la
disponibilidad de este sistema de secado, se optd por realizar ensayos con la finalidad de determinar
la superficie sobre la cual se depositan las microesferas para su secado. A continuacion en cuadro 10-

3 se indica los resultados de las pruebas.
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Cuadro 10-3. Fotografias de microesferas mucoadhesivas secadas

sobre diferentes superficies.

Prueba Material Resultado
1
Malla tamiz #16
2
Papel aluminio
3 Papel filtro
4 Papel empaque

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Como se muestra en el anterior cuadro, al utilizar un tamiz namero 16, papel aluminio y una canasta
hecha de papel filtro se encontré que las microesferas deshidratas en estos sistemas no presentan
buenas caracteristicas morfoldgicas, mientras que al utilizar una canasta hecha de papel de empaque,
las microesferas deshidratas presentaron excelentes caracteristicas morfologicas. Este material fue
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seleccionado para el sistema de secado, debido a que presenta una mayor capacidad de absorcion de

agua y su tiempo de secado es menor en comparacion a los anteriormente mencionados.

3.3. Evaluacién de microesferas mucoadhesivas

Una vez estandarizado el método de elaboracion de las microesferas mucoadhesivas, se prepararon
cinco lotes de cada formulacion. A continuacion se muestran la evaluacion realizadas a cada

formulacion.

3.3.1. Determinacion de la pérdida de humedad por deshidratacion de las microesferas

mucoadhesivas.

Se determind la cantidad de agua eliminada por deshidratacion a cada lote preparado. A continuacién

se indica la cantidad de agua promedio eliminada en cada formulacion.

Cuadro 11-3: Pérdida por deshidratacién de microesferas mucoadhesivas.

y Antes de la Después de la Pérdida por
Formulacion ) ) ) ) ) )
deshidratacion (g) | deshidratacion (g) | deshidratacion (%o)
F1 10,72 1,03 90,42
F2 11,24 1,15 89,72
F3 11,85 1,20 89,86

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Como se observa en cuadro 11-3, la pérdida de humedad promedio que experimentan las
microesferas durante su deshidratacion es de 90,42; 89,72 y 89,86 % para la formulacion F1, F2 y
F3, respectivamente. Segun trabajos realizadas (George et al., 2006, pp. 1-14), Se conoce que éstas formas
farmacéuticas pueden perder una cantidad agua alrededor de 90 a 95%, lo cual concuerda con lo
encontrado en esta evaluacion. Este parametro resulta Util para conocer de forma aproximada e
indirecta la capacidad de hinchamiento que puede experimentar el polimero durante un proceso de

hidratacién (Chiappetta et al., 2007, pp. 360).
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3.3.2.

Rendimiento de produccion de microesferas mucoadhesivas

Las microesferas obtenidas de cada formulacién, fueron.pesadas, calculandose el rendimiento de

acuerdo a la cantidad de material utilizado. En el cuadro 12-3, se indica el rendimiento promedio de
produccion en cada formulacion.

Cuadro 12-3: Rendimiento de produccién de microesferas mucoadhesivas.

Formulacion Alginato Quitosano | Cloruro de | Microesferas | Rendimiento
sodico (9) (9) calcio (9) (9) (%)

1 0,32 0,02 2 0,55 23,56 + 2,23

2 0,4 0,04 2 0,63 25,78 + 1,54

3 0,48 0,06 2 0,67 26,46 £ 1,22

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Gréfica 2-3. Rendimiento de produccion de microesferas en funcion de la concentracion
de Alginato sodico.

Rendimiento (%)

27
26,5
26
25,5
25
24,5
24
23,5

23

1,5

1,6

1,7

1,8

1,9 2

2,1 22

Alginato Sédico (%p/v)

2,3 24

2,5

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Cuadro 13-3: Anélisis de varianzas (ANOVA) del rendimiento de las microesferas

mucoadhesivas.

Suma de ] o ]
Df Media de cuadrados F Significancia
cuadrados
Entre 23,00 2 11,50
Grupos
Dentro de| ¢ o5 12 2,94 3,91 0,05
Grupos
Total 0,33 24

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Como se observa en el gréfica 2-3, el rendimiento promedio de las microesferas es de 23,56 + 2,23;
25,78 £ 1,54 y 26,46 + 1,22 % para la formulacién 1, 2 y 3. Después de realizar un analisis de
varianza (ANOVA), se encontrd que con un 95% de confianza, los rendimientos de las tres
formulaciones son estadisticamente diferentes, es decir, la concentracién de Alginato sédico influye
en el rendimiento de produccién de microesferas, por lo tanto, a medida que aumenta la concentracion
de este polimero aumenta también el porcentaje de rendimiento. Los porcentajes de rendimiento
obtenidos en este estudio son relativamente bajos en comparacion con los encontradas en otras
investigaciones, donde el rendimiento es de 33,33% (Lopez y Villalta 2009), 35,45%
(Zhang et al., 2011, pp. 11-19) Yy 60.95% (Zava et al., 2014, pp. 117-125), por otra parte existen reportes de
investigaciones (Porjazoska et al, 2004, pp. 215-229) ( Kosobe et al., 2005, pp. 623-629) en las cuales el
rendimiento va desde 50 a un 87%, sin embargo, no existen especificaciones oficiales de un
porcentaje que se considere adecuado. Ademas este bajo rendimiento en la produccién puede ser
explicado por la incidencia de varios factores, entre ellos: la técnica de microencapsulacion empleada,
que no permitieron conseguir buenos rendimientos de produccion, debido a que la solucién de
Alginato sddico se adhiere en las paredes internas del dispositivo de goteo, impidiendo la completa
caida de esta solucion (Mofidi et al., 2000, pp. 885-888) (Rodriguez et al., 2003, pp. 1-5) (Calero et al., 2008, pp. 27-
30). Igualmente, las altas concentraciones de cloruro de Calcio utilizadas pueden disminuir el
rendimiento de produccién, pues al utilizar una cantidad mayor, el remanente de esta sal continua
siendo elevada al final del proceso de gelificacion , provocando que el polimero gelifique rapidamente
produciendo microesferas que precipitan formando asociaciones permanentes (George et al, 2006, pp. 1-

14).
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3.3.3. Determinacién del tamafio y de la morfologia de las microesferas mucoadhesivas.

Cuadro 14-3: Morfologia de microesferas mucoadhesivas preparadas con la formulacién 1.

Lote 1 Lote 3 Lote 5

R OREMEN

amsesen e

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Cuadro 15-3: Morfologia de microesferas mucoadhesivas preparadas con la formulacién 2

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 5

soeeoNEnge
sascases

isoRRSANTR
et DL L

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Cuadro 16-3: Morfologia de microesferas mucoadhesivas preparadas con la formulacion 3

Lote 1 Lote 2 Lote 4 Lote 5

1 1

pRRESE X

saucew avams
esonsess s

.

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Cuadro 17-3: Tamafios de microesferas mucoadhesivas de los cinco lotes preparadas con la

formulacion 1, 2y 3.

Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3
L1 | L2 | L3 | L4 |L5| L1 |L2|L3|L4|L5| Ll |L2| L3 | L4 | L5
(mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm)
1,05(1,03|1,101,08|1,02|117|119|1,16|1,18|1,16 |1,38| 1,27 | 1,27 | 1,26 | 1,28
1,06 1,15(1,03|1,13|1,01|119|1,18|1,19|1,20|1,19 |1,26|1,29 |1,35|1,26 | 1,36
1,07(1,10|1,08 (1,12 | 1,12 1,17 | 1,16 |1,18|1,18|1,17|1,32|1,37 |1,32| 1,27 | 1,34
1,08 1,02 |1,09(1,11|1,07|115|119|119|116|1,19|1,32|1,35|1,39|1,30 1,25
1,07(1,11|1,14|1,03|1,14|115|119|1,15|1,17|1,18 1,36 |1,35|1,28|1,28 | 1,32
1,02 1,15|1,02 1,09|103|115|1,17|1,15|1,18|1,17 |1,27|1,39|1,37|1,28|1,29
1,01(1,09|1,07|1,09|1,11|118|118|1,17|1,19|1,18|1,35|1,36|1,38|1,34|1,31
1,07(1,13|1,09|1,10|1,07|120|120|1,17|1,18|1,19 |1,25|1,31|1,26|1,31|1,28
1,08 (1,09 |1,07 {1,03|105|115|120|1,18|1,20|1,18|1,39|1,38|1,32|1,29 1,35
1,111,11|1,03|1,07|103 (120|117 |115|1,19|1,19 |1,34|1,35|1,32|1,27|1,36

L1) Lote 1; L2) Lote 2; L3) Lote 3: L4) Lote 4; L5) Lote 5
Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

A continuacién se presentan en cuadro 18-3, los parametros estadisticos correspondientes a los

tamarios de las microesferas obtenidas en los diferentes lotes de cada formulacion.

Cuadro 18-3: Pardmetros estadisticos de los tamafios de microesferas

mucoadhesivas preparadas con la formulacién 1, 2y 3.

Estadistico Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3
Media 1,08 1,18 1,32
Mediana 1,08 1,18 1,32
Moda 1,07 1,19 1,32
Desviacién estandar 0,04 0,02 0,04
Varianza 0,00 0,00 0,00
Rango 0,14 0,05 0,14
Minimo 1,01 1,15 1,25
Maximo 1,15 1,20 1,39

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Las microesferas mucoadhesivas obtenidas en cada formulacion presentaron una morfologia esférica
a simple vista, pero a la luz del microscopio presentan una forma esferoide e irregular. En cuanto al
tamafio, las microesferas de la formulacion 1,2 y 3 tienen de diametro equivalente de 1,08 + 0.04;
1,18 £0.02'y 1,32 £ 0.04 mm, respectivamente.

Segun referencias bibliograficas se conoce que el tamafio de las microesferas oscila entre 1 y 1000
nm (Lozano et al., 2012, pp. 78-102), sin embargo, algunas investigaciones afirman que por el método de
microencapsulacion por extrusion se pueden obtener particulas que van desde 1 a 2 mm de didmetro
(Pasin, etal., 2012, pp. 130-151), asi mismo, otros estudios aseveran que mediante la técnica de gelificacion
ibnica se pueden obtener particulas con tamafios que oscilan entre 1 a 5 mm
(Calero et al., 2008, pp. 27-30). Actualmente no existen valores de tamarios de particulas que se consideren
adecuados, sin embargo, se conoce que a medida que el tamafio de particula disminuye, el area
superficial aumenta (Saez et al., 2003). Esta area superficial resulta importante ya que se encuentra
intimamente relacionada con la velocidad de disolucién y con otros fenémenos como la

mucoadhesidn (Vallejo et al., 2008, pp. 33-61).

3.3.3.1. Control de calidad de tamafos microesferas mucoadhesivas

Con el fin de conocer si las microesferas obtenidas con cada formulacidén presentan un tamafio
homogéneo se realizd un andlisis de control de calidad, el cual se basa en establecer limites en los

cuales las particulas presentan un tamafio estadisticamente adecuado.
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Grafica 3-3. Control de calidad de tamafo de microesferas

preparadas con la formulacién 1.

1,004 /\
N

LCS: 1,11

Media: 1,07

LCI: 1.04

LCS: Limite de control superior
LCI: Limite de control inferior

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Gréfica 4-3. Control de calidad de tamafio de microesferas

preparadas con la formulacion 2.

LCS: Limite de control superior
LCI: Limite de control inferior

LCS: 1.19

Media: 1,17

LCI: 1,16

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Gréfica 5-3. Control de calidad de tamafio de microesferas
preparadas con la formulacion 3.

ol LCS: 1,35
1,34
1,32 Media: 1,31
1,30}
B LCI: 1,27
T T T T T
1 2 3 4 5
LCS: Limite de control superior
LCI: Limite de control inferior

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Como se puede observar en las gréaficas 3-3; 4-3 y 5-3, las microesferas obtenidas con cada
formulacidn presentan un tamafio estadisticamente dptimo, debido que las medias de los tamafios no
sobrepasan los limites establecidos. Por todo lo anterior, se puede decir que el proceso de elaboracién

se encuentra estandarizado y normalizado.

3.3.3.2. Distribucion de frecuencias de tamafios de microesferas mucoadhesivas

Después de haber determinado que el método de elaboracién de microesferas mucoadhesivas se
encuentra estandarizado, se realizd un analisis de distribucion por frecuencias de los tamafios de las

microesferas obtenidas en cada formulacion.
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Cuadro 19-3. Distribucion de frecuencias de tamanos

de microesferas mucoadhesivas prepararas con la formulacién 1.

Intervalo de ) ) Porcentaje
B Frecuencia | Porcentaje
tamafio (mm) acumulado
1,01-1,10 37 74 74
1,11+ 13 26 100
Total 50 100

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Grafica 6-3. Distribucidn de frecuencias de tamafos de microesferas

mucoadhesivas prepararas con la formulacién 1.

80

70
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Particulas ( %)

30
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10

1,01-1,10 1,11+

Intervalos de tamaiios (mm)

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Como puede observarse en el cuadro 21-3, el 74 % de las particulas preparadas con la formulacion 1
cumplen con el requisito de tamafio establecido en fuentes bibliogréficas para ser consideradas

microesferas, mientras el 26 % restante se las puede denominar macroparticulas
(Lozano etal., 2012, pp. 78-102).
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Cuadro 20-3: Distribucion de frecuencias de tamarfios

de microesferas mucoadhesivas prepararas con la formulacion 2.

Intervalo Porcentaje
de tamafio | Frecuencia | Porcentaje acumulado
(mm)
1,15-1,16 11 22 22
1,17-118 21 42 64
1,19-1,20 18 36 100
Total 50 100

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Grafica 7-3. Distribucién de frecuencias de tamafos de microesferas mucoadhesivas

prepararas con la formulacion 2.

Particulas (%)

1,15-1,16 1,17-1,18 1,19-1,20

Intervalos de tamaiios (mm)

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

En la distribucion de tamafios de la formulacion 2, se puede observar que el mayor porcentaje de
particulas (42%) se encuentra entre un tamafio de 1,17 y 1,18 mm (Grafica 7-3) lo cual concuerda
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con la media de los tamafrio, por lo que no se ajusta a los criterios de tamafio establecidos para ser
consideradas microparticulas.

Cuadro 21-3: Distribucion de frecuencias de tamafios

de microesferas mucoadhesivas prepararas con la formulacion 3.

dlg tteaxaalﬁoo Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
(mm) acumulado

1,25-1,29 19 38 38

1,30-1,34 13 26 64

1,35-1,39 18 36 100
Total 50 100

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Grafica 8-3: Distribucion de frecuencias de tamafos de microesferas mucoadhesivas
prepararas con la formulacion 3.
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Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Con respecto a la formulacion 3, se puede observar el mayor porcentaje de particulas se encuentra
distribuido entre tamafios de 1,25-1,29 y 1,35-1,39; razén por la cual son consideradas
macroparticulas
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3.3.4. Evaluacion de la Mucoadhesividad “In vitro”

Se realiz6 el ensayo de mucoadhesion utilizando las microesferas de los cinco lotes de cada
formulacion. En el cuadro 22-3 se indican el promedio de microesferas adheridas y su respectivo

porcentaje de mucoadhesion en cada periodo de tiempo.

Cuadro 22-3: Mucoadhesion de microesferas preparadas con la formulacion 1,2y 3

Tiempo Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3
(min) Mucoadhesion | Mucoadhesion | Mucoadhesion | Mucoadhesion | Mucoadhesion | Mucoadhesion
(und) (%) (und) (%) (und) (%)
0 20,00 +0,0 100 20,00+ 0,0 100 20,00 £0,0 100
30 19,40 £ 0,54 97 20,00 +0,0 100 20,00 £0,0 100
60 19,00 £ 0,70 95 19,00 +0,0 95 20,00 0,0 100
90 18,60 £1,14 93 19,20 +1,30 96 20,00 0,0 100
120 1740+£1,51 87 18,80 1,30 94 19,80 = 0,45 99
150 16,00 £1,23 80 18,40 £1,14 92 19,60 = 0,55 98
180 15,00 £1,23 75 17,60 1,82 88 19,40 = 0,55 97
210 13,80 £1,92 69 17,00+1,0 85 19,40 = 0,55 97
240 12,80 + 2,05 64 16,40+ 1,14 82 19,40 £ 0,55 97
270 11,80 £1,92 59 1540+1,14 77 19,40 £ 0,55 97
300 11,00+1,41 55 15,20+ 1,30 76 18,40 £ 0,55 92
330 9,40 +2,19 47 15,20+ 1,30 76 18,20 £ 0,83 91
360 740+1,14 37 15,20 £ 0,83 76 18,20 £ 0,83 91

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Grafica 9-3: Mucoadhesion de microesferas en funcion al tiempo

100 = n A

90

80

70

60

50

40 —o—F1

MUCOADHESION (%)

30

20 == F2

10
F3

0 05 1 1,5 2 2,5 3 35 4 45 5 5,5 6
TIEMPO (H)

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Para probar diferencias en la mucoadhesion, se aplicé un test de Kruskal Wallis, para un valor de
significancia de a=0,05, que proceden de poblaciones de lotes con similares medianas y cuya

medicion se hace en base a tiempos que responden a una escala ordinal.

Cuadro 23-3: Test de Kuskal Wallis de mucoadhesion

de microesferas

Adhesion
Chi-cuadrado 58,123
Df 12
Asymp. Sig. 0

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Después de realizar un test de Kuskal Wallis se determindé que con 95 % de confianza, la
mucoadhesion que presentan las microesferas preparadas con la formulacion F1, F2 y F3, es
estadisticamente diferente (Cuadro 23-3), es decir, la concentracién de polimeros influye
directamente en la propiedad mucoadhesiva de las microesferas, siendo asi que la formulacién 1, 2 y
3 presenta 37, 76 y 91% de mucoadhesion, en un tiempo de 6 horas (Gréafica 9-3), con lo que se
comprueba que a medida que incrementa la concentracion de polimeros, aumenta también la

capacidad mucoadhesiva de la forma farmacéutica (Reddy et al., 2012, pp. 93-96).

En referencias bibliograficas, en donde se prepararon microesferas con concentraciones de polimeros
similares a las de este estudio, se consiguieron porcentajes de mucoadhesion de 70, 85 y 95%
(Reddy et al., 2012, pp. 93-96). No obstante, se conoce que estos sistemas pueden presentar un porcentaje
de mucoadhesion entre un 40 y 70% (Patel et al., 2005, pp. 49-55). Por otro lado, existen publicaciones
donde el porcentaje de mucoadhesion varian considerablemente; asi por ejemplo: 40 a 75 %
(Fernandes et al., 2013, pp. 116-124), entre 4 a 8 %, (Zhang, et al., 2013, pp. 334-346) con 68 9%,
(Nappinnai y Sivaneswari, 2013, pp. 304-309), con 39 %; (Kyada et al., 2014, pp. 61-68) entre un 10 a 30 %;
(Malik et al., 2014, pp. 109-124) entre 78 a 95 % y entre un 75 a 90% (lge et al., 2015, pp. 26-32). Sin embrago,
no existen especificaciones oficiales de un porcentaje de mucoadhesion que se considere adecuado

para un sistema mucoadhesivo de via oral.

Segun investigaciones realizadas, el tiempo de adhesién de un sistema bioadhesivo puede prolongarse
con el uso de Quitosano (George et al., 2006, pp. 1-14) (Wittaya-areekul et al., 2006, pp. 113-118), por lo que con
el fin de confirmar si éste polimero tiene la capacidad de aumentar dicha propiedad, se llevé a cabo
un ensayo de mucoadhesion utilizando las microesferas de la formulacion con mayor capacidad
mucoadhesiva y sin Quitosano. A continuacion se muestra los porcentajes de mucoadhesion

promedios de la formulacién 3 con Quitosano y sin Quitosano (Cuadro 24-3).
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Cuadro 24-3: Mucoadhesion comparativa entre la formulacién 3 con Quitosano y sin

Quitosano
F3 (Con Quitosano) F3 (Sin Quitosano)
Tiempo () | Microesferas Mucoadhesion Microesferas Mucoadhesién
Mucoadheridas 0 Mucoadheridas 0
(und) (%) (und) (%)
0 20,00+0,0 100 20,00+0,0 100
30 20,00+0,0 100 20,000,0 100
60 20,000,0 100 20,000,0 100
90 20,00%0,0 100 19,49 0,71 95
120 19,80 + 0,45 99 1897 +1,41 90
150 19,60 £ 0,55 98 18,20 £ 0,28 90
180 19,40 £ 0,55 97 18,20 £ 0,28 90
210 19,40 £ 0,55 97 17,80 +0,28 88
240 19,40 £ 0,55 97 17,49 0,71 85
270 19,40 £ 0,55 97 16,90 0,14 85
300 18,40 £ 0,55 92 16,70 £ 0,14 83
330 18,20 0,83 91 15,49 +0,71 80
360 18,20 0,83 91 14,49 +0,71 74

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Gréfica 10-3. Mucoadhesion comparativa entre la formulacién 3 con Quitosano y sin
Quitosano en funcion al tiempo

OREEIT e
90

80

70
60

50 =—— F3 (Con Quitosano)
40

30
20
10
0
0051 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6
TIEMPO (H)

F3 (Sin Quitosano)

MUCOADHESION (%)

Realizado por: Luis Villarroel, 2015
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Cuadro 25-3. Andlisis de varianzas (ANOVA) de mucoadhesion comparativa entre

la formulacion 3 con Quitosano y sin Quitosano en funcion al tiempo

Sumade | Df | Mediade |F Significancia
cuadrados cuadrados
Entre Grupos 0,009 3 0,002
Dentro de Grupos | 0,067 88 0,001 1,52 0,23
Total 0,076 90

Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Después de realizar un analisis de varianza, se determind que con un 95 % de confianza, existen
diferencias significativas en la mucoadhesion entre las microesferas preparadas sin Quitosano y las
preparadas utilizando la formulacién 3 con Quitosano, es decir, la presencia de este polimero en las
microesferas aumenta el tiempo de permanencia del sistema mucoadhesivo, lo que concuerda con lo

expuesto en investigaciones realizadas (George et al., 2006, pp. 1-14) (Wittaya-areekul et al., 2006, pp. 113-118).

3.34.1. Control de calidad de mucoadhesién de las microesferas

Al realizar el analisis de control de calidad se conocio el intervalo de tiempo, es decir, el limite inferior
y superior del tiempo del ensayo en el que ocurre la mucoadhesion 6ptima de las microesferas. A

continuacion se presentan las graficas que representan los resultados para cada formulacion
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Gréfica 11-3. Control de calidad de mucoadhesidn de microesferas

preparadas con la formulacién 1
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Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

Graéfica 12-3. Control de calidad de mucoadhesion de microesferas

preparadas con la formulacién 2.
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Realizado por: Luis Villarroel, 2015.
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Gréfica 13-3: Control de calidad de mucoadhesién de microesferas

preparadas con la formulacion 3.
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Realizado por: Luis Villarroel, 2015.

En la grafica 11-3 y 12-3, se observa que las microesferas preparadas con la formulacion 1y 2,
presentan una mucoadhesion Optima hasta un tiempo de 240 minutos, pasado este tiempo la
mucoadhesion de las microesferas no ubican dentro los limites de tiempo establecidos, mientras que
las microesferas de la formulacién 3 presentan una mucoadhesion 6ptima hasta los 270 minutos
(Gréfica 13-3). Esta diferencia en el tiempo de mucoadhesion podria deberse a un aumento en la

concentracion de polimeros presentes en esta formulacion.
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CONCLUSIONES

Se logré estandarizar los parametros del método de elaboracién de microesferas mucoadhesivas
preparadas mediante la técnica de gelificacion idnica, normalizandose el tipo de instrumento de goteo,
la altura de éste y el sistema de secado. El uso de la jeringa de 20 mL sin aguja resultd ser el
instrumento de goteo mas eficiente y se encontré que para cada formulacién dependiendo de la
concentracién de los polimeros, la altura para la obtencion de microesferas adecuadas fue diferente,
obteniéndose que al aumentar la concentracién de Alginato sédico, se requiere una mayor altura de
goteo. Asi mismo, se determind que las condiciones ideales para el secado fueron a temperatura

ambiente (20-25°C) por 20 horas en un desecador de bandeja.

Se prepararon con la técnica estandarizada, cinco lotes de microesferas para cada formulacion, las
que al evaluarse mediante microscopia 6ptica, presentaron una morfologia esférica. Sin embargo, los
didmetros equivalentes obtenidos mostraron un tamafio para la formulacion 1, 2y 3 de 1,08; 1,18 y
1,32 mm, respectivamente, por lo que solamente la primera formulacion cumple con las
especificaciones de tamafio (1000 + 10 nm) establecidas en referencias bibliograficas para ser
consideradas microesferas. En tal sentido, las formulaciones 2 y 3 al presentar un tamafio mayor

corresponden a particulas poliméricas, denominadas macroparticulas.

Al evaluar las propiedades mucoadhesivas de las particulas poliméricas mediante el método “In
vitro” “Wash-off”, se determind que la formulacion 3 presenté mejor capacidad mucoadhesiva en
comparacion con la formulacion 1 y 2, por lo que se establece que la capacidad adhesiva de la
microesferas es directamente proporcional a la concentracion de polimeros. De la misma manera, se

confirmo que la presencia de Quitosano en la forma farmacéutica aumenta dicha propiedad
Esta investigacion permite establecer una formulacion y técnica de preparacion de particulas

poliméricas (macroparticulas) a nivel magistral con capacidad mucoadhesiva, constituyendo una

oportunidad para la posterior incorporacion de farmacos.
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RECOMENDACIONES

Determinar en futuras investigaciones la eficiencia de encapsulacion y cesion de farmaco en las

particulas poliméricas obtenidas mediante la técnica de gelificacion ionica.

Se recomienda que en proyectos posteriores en las que se emplee la técnica de gelificacion idnica, se
optimice el método de elaboracidn, con la finalidad de obtener mejoras en el tamafio, morfologia y

rendimiento de produccion de las microesferas.
Implementar la técnica de encapsulacion por gelificacion idénica como préctica de laboratorio en la

catedra de Tecnologia Farmacéutica, como alternativa de investigacion, para que los estudiantes se
familiaricen con dicha técnica y los beneficios que aportan las formas farmacéuticas mucoadhesivas.
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ANEXOS

Anexo A. Certificado de analisis de Quitosano XI"’AN LYPHAR BIOTECH CO., LTD.

e —— —
} BT UREEXHNRIXEIRLSE
= Xi'an Lyphar Biotech Co. Ltd
Certificate of Analysis

Product Name: Chitosan Manufacture Date: Dec. 25, 2014
Batch Number: Lyph1225CH Analysis Date: Dec. 25, 2014
Batch Quantity: 4231KG Expiration Date: Dec. 24, 2016
Test Specifications Result
Deacetylation Degree ; 285.0% 87.6%
Appearance: Off-White Powder Complies
Odor & taste: Charactenstic Complies
Viscosity(1%): 30-1000mpa.s 78mpa.s
Loss on drying : <8.0% 0.28%
Heavy metals: <10.0PPM Complies
Moisture: <10.00% 7.1%
Particle Size: 100% Through 80 Mesh Sieve Complies
Ash: <0.75% 0.45%
Microbiology:
Total Plate Count <1000cfulg 36cfulg
Yeast & Moid: <100cfuig 17ciulg
E.Coli: Negative Complies
S. Aureus: Negative Complies
Salmonella: Negative Complies
Conclusion: Conform with specification

Packing description:

Sealed export grade drum & double of sealed plastic bags

Storage: Store in cool & dry place not freeze_, keep away from strong light and heat
Shelf life: 2 years when properly stored
Quality Assurance Officer: Corrector: Analyst:
Li Wang Ding Na Li Cheng
XIan Lyphar Soisch Co., LTD Tel, 0086-25-08190322 Fax: DOSO-23-D008 1541

Adz No. 11, The Souh of Tangyan Road, H-Tech indusirial Zone, X0'an Ciy, Shaamd Province, China
Web: waw NRhar.com

Emal: salesQfyphar com




Anexo B. Ficha técnica de Fosfato monobasico de Potasio

PO0260 Ficha de Datos Técnicos
Scharlau Potasio dihidrogenofosfato, para analisis, ACS, ISO, Reag. Ph Eur

Identificacion
KHPO,

M = 136,09 gémol

CAS [7778-77-0]

EC number: 231.813-4
Tarc code: 2033 24 00

Sinénimos
Potasio bifosfato, Potasio fostato monobasico

Aplicaciones
analytical chemistry. In buffer solutions

Especificaciones

confenido (acidimetricor min. 58,3 % N total max. 0,001 %
genidad pasa test arsénico (As) max. 0,0002 %
aparencia de la solucion (10 %, H20) clara e incolora metales pesados ( como Pb) max. 0,001 %
msoluble en agua s max. 0,01 % hierro (Fe)... - max. 0,001 %
2H (3 %, H20) 42-.45 sodio (Na) max. 0,003 %
doruros (C) max. 0,0005 % sustancias reductoras KMnO4 pasa test
sulfatos (S04) max. 0,003 % pérdda por secada (103 °C, 1h) max. 0,2 %
Presentaciones

Presentaciones Codigo
250 g & PO02600250
500 g © PO02600500

1kg © PO02601000
5kg . PO0260005P
25kg = PO0260025P

Datos fisicos

* Aspecio: bright crysiais, colouriess

* Densidad especifica: 2,34 g-crn:

* Dens. de amontonamiento: — 1200 kgim®
*: (20°Cyk 22201

* Punio de fusion: - 253 °C (decomposes)
*pH(30 9N H;0,20°C) - 44

Datos Toxicolégicos
TWGHK: 1
* Poison class CH (Swiss): 5




Anexo C. Ficha técnica de Alginato de sodio




Anexo D. Materiales y reactivos utilizados en la elaboracion de microesferas mucoadhesivas.

Anexo E. Masa homogénea de Alginato sédico




Anexo F. Goteo de solucion de Alginato sddico




Anexo H. Gelificacién de gotas de Alginato sédico en cloruro de calcio

Anexo |. Decantacién de microesferas mucoadhesivas




Anexo J. Filtracion de microesferas mucoadehsivas en tamiz metalico

Anexo K. Microesferas mucoadhesivas antes de ser deshidratadas
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Anexo L. Secado de microesferas mucoadhesivas

Anexo M. Desecador de bandeja marca Proingal




Anexo N. Cloruro de calcio utilizado en la fabricacion de microesferas mucoadhesivas




Anexo P. Husillos de viscosimetro rotacional marca selecta ST 2001.

a) Husillo L1; b) Husillo L2; ¢) Husillo L3.

Anexo Q. Determinacion del pH de la solucion de acido citrico (5%)




Anexo R. Determinacion del pH de la solucién buffer fosfato pH 7.4




Anexo T. Evaluacion de la mucoadhesion “In vitro”
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