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Resumen

Castro-Alpizar JA. Mejoramiento de la velocidad de disolucion de Albendazol a partir de
microesferas lipidicas modificadas de rapida liberacién del farmaco. Tesis de Licenciatura.
Universidad de Costa Rica, Facultad de Farmacia. 2016.

Director: Dr. Jorge Andrés Pacheco.

En esta investigacion se buscO desarrollar un transportador lipidico capaz de mejorar la
velocidad de disolucién de Albendazol, el cual es un farmaco de tipo benzimidazol, con
actividad antihelmintica. Segin el Sistema de clasificacion biofarmacéutica (BCS) este
principio activo es de categoria I, lo que significa que tiene una alta permeabilidad a través de
membranas, pero posee una baja solubilidad acuosa.

Durante el proceso de desarrollo, se utilizé el método de difusion de disolvente como técnica de
produccion y se determind la utilidad de desarrollar una matriz compuesta por lipidos
(monoestearato de glicerilo y triglicérido de acido caprilico/caprico) y polimeros hidrofilicos
(Poloxamero 407 o Polietilenglicol 6000). Ademas, con el fin de optimizar la liberacién del
principio activo, las microesferas simples fueron modificadas con Aerosil® 200, crospovidona
y combinaciones de ambos excipientes.

La evaluacion del desempeiio de los transportadores disefiados se llevé a cabo mediante la
determinacion de los porcentajes de carga y de encapsulacion del farmaco, asi como la cantidad
de principio activo disuelto a los 30 minutos, siguiendo la metodologia descrita en la USP 38.
Ademas, las microesferas se caracterizaron en cuanto a tamafio y morfologia, mediante
microscopia Optica y se evaluaron las interacciones del principio activo con los excipientes por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (IRTF). Se determiné el comportamiento
térmico de las formulaciones a partir del analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC),
el cual aportd informacién sobre cambios en la estructura cristalina de la matriz y del principio
activo.

Esta investigacion permitié concluir que al utilizar una alta concentracion de lipido liquido (25
%) en la fase lipidica que conforma la matriz, se mejora la velocidad de disolucién de
Albendazol. Ademas, se determind como paso esencial del método de produccion, la adicién
del principio activo completamente disuelto para obtener mejores porcentajes de disolucion y
por Gltimo, se pudo comprobar que la incorporacién de Aerosil® 200 (silice coloidal) y
crospovidona logré mejorar en diferentes magnitudes el desemperfio de los transportadores en el
ensayo de disolucién, donde la incorporacion del silice coloidal al 6% demostré los mejores
resultados, al registrar un promedio de 85,96 % de Albendazol disuelto. No se obtuvo un efecto
sinérgico con la incorporacion de ambos excipientes.

Palabras clave: Albendazol, velocidad de disolucién, microencapsulacion por difusién de

disolvente, microesferas lipidicas, transportadores lipidicos microestructurados, calorimetria
diferencial de barrido, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.
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1. Justificacion

Las formas de dosificacion farmacéutica son necesarias para asegurar la adecuada liberacion de
un principio activo (PA), con el fin de garantizar la eficacia terapéutica de un farmaco. Los
métodos actuales de liberaciéon de medicamentos buscan llevar al PA intacto a un blanco
terapéutico especifico. Para lograr esto, se puede optar por el uso de sistemas de liberacién de
farmacos basados en micro y nanotecnologia. Dentro de estos sistemas, los que utilizan lipidos
como base estdn adquiriendo mayor popularidad, ya que este tipo de materiales son facilmente

caracterizados y se pueden usar en diferentes vias de administracion. )

El uso de un material lipidico como matriz de una microesfera puede presentar algunas ventajas.
Por ejemplo, este tipo de materiales suelen ser biocompatibles, biodegradables, no
inmunogénicos y en general son econémicos.” Una de las principales ventajas es que permiten
encapsular una gran variedad de compuestos no hidrosolubles. ¢ Dentro de este tipo de
compuestos se pueden ubicar los farmacos clase Il segin el Sistema de clasificacion
biofarmacéutica (BCS por sus siglas en inglés), los cuales se caracterizan por presentar una baja
solubilidad acuosa y una alta permeabilidad a través de membranas. Estas caracteristicas

ocasionan una absorcién limitada por una baja velocidad de disolucién. @

Un ejemplo de farmaco clase II segiin el BCS es el Albendazol, el cual presenta una baja
biodisponibilidad que se atribuye a su baja solubilidad en medios acuosos, 1o cual se considera
el paso limitante para su absorcion. ) El Albendazol es un farmaco indicado en el tratamiento
de distintos tipos de parasitosis causadas por helmintos y algunas infecciones por protozoos. Sin
embargo, por su baja solubilidad, poca absorcion y rapido metabolismo, su uso se limita al
tratamiento de ;;\r-asilosis intestinales. Unicamente en dosis altas y prolongadas es util en el

tratamiento de infecciones sistémicas como la hidatidosis y la neurocisticercosis.®”

Este proyecto surge a partir de los hallazgos encontrados en la tesis de licenciatura en Farmacia
de la Universidad de Costa Rica titulada “Mejoramiento de la disoluciéon del Albendazol
mediante formacién de dispersiones sélidas en polimeros hidrofilicos, complejos de
hidroxipropil-B-ciclodextrina y microesferas lipidicas” elaborada por Priscila Ugalde. En dicha
investigacion, los complejos de Albendazol con hidroxipropil-B-ciclodextrinas permitieron

mejorar la velocidad de disolucién exitosamente. En el caso de las dispersiones sélidas en



polimeros hidrofilicos, también se logré mejorar la velocidad de disolucién pero en menor
medida. Sin embargo las microesferas lipidicas no resultaron ser la mejor matriz para mejorar

este aspecto. ®

En la tesis mencionada, las microesferas se formularon con grasas solidas (Monoestearato de
glicerilo, 4cido estearico y alcohol cetilico).® Sin embargo se ha demostrado que si se formulan
las microesferas con combinaciones de lipidos liquidos y sélidos (transportadores lipidicos
nanoestructurados), se pueden mejorar algunas caracteristicas, como la liberacion y la capacidad

de carga del principio activo. ¥

En esta investigacion se pretende estudiar el efecto en la velocidad de disolucion de Albendazol
a partir de la formulacién de microesferas lipidicas modificadas con diferentes excipientes, con
el fin de favorecer la rapida desintegracion de la matriz lipidica y la liberacién del principio
activo. Especificamente se va a probar la incorporacion de un agente formador de poros

(Aerosil®), un desintegrante (crospovidona) y la combinacién de ambos.



2. Objetivos

2.1.

2.2.

Objetivo general

Estudiar los efectos de diversos factores sobre la velocidad de disolucién de Albendazol

a partir de transportadores lipidicos microestructurados.

Objetivos especificos

Establecer las condiciones de proceso necesarias para obtener microesferas lipidicas
cargadas con Albendazol.

Determinar el efecto de diferentes proporciones de lipidos en el desempefio de
microesferas lipidicas, mediante el analisis de parametros fisicoquimicos y
biofarmacéuticos.

Evaluar el efecto de la adicién de diéxido de silicio (agente formador de poros) en el
desempeiio de microesferas lipidicas, mediante el analisis de parametros fisicoquimicos
y biofarmacéuticos.

Evaluar el efecto de la adicion de crospovidona (agente desintegrante) en el desempefio
de microesferas lipidicas, mediante el analisis de parametros fisicoquimicos y
biofamacéuticos.

Evaluar el efecto de la adicién simultanea de diéxido de silicio y crospovidona en el

desempefio de microesferas lipidicas, mediante el analisis de parametros fisicoquimicos

y biofarmacéuticos.

(PR ]



3. Marco tedrico

3.1. Parasitosis
3.1.1. Generalidades

Las infecciones parasitarias afectan a mas de la mitad de la poblacion mundial, por lo que son
un importante problema a nivel de salud, principalmente en las naciones subdesarrolladas,
donde la prevalencia es mayor.  Este tipo de infecciones afectan la salud de la poblacién de
manera importante tanto en las zonas de los tropicos y subtropicos, como en las regiones de

climas mas templados. 1

Dentro de las infecciones parasitarias mas frecuentes se encuentran las provocadas por
protozoarios (giardiasis, amebiasis, malaria y enfermedad de Chagas), helmintos (ascariasis,

enterobiasis, anquilostomiasis y cestodiasis) e infecciones ectoparasiticas. ('

Es importante mencionar que dentro de las enfermedades tropicales desatendidas (NTDs por sus
siglas en inglés), se encuentran algunas enfermedades parasitarias como la filariasis linfatica,

oncocercosis y la enfermedad del gusano de Guinea. ('

En Costa Rica, segin la Encuesta Nacional de Nutricion, en el fasciculo sobre parasitosis
intestinales, se demuestra que la incidencia de este padecimiento en tres grupos etarios,
preescolar, escolar y adulto mayor, es respectivamente: 32,5 %, 54,1 % y 58,2 %, para un total
de 49,1 % de prevalencia de parasitos intestinales en la poblacién encuestada (782 personas).
Se debe tomar en cuenta que esta encuesta considerd la deteccion de uno o mads parasitos
patégenos o comensales por persona, por lo que mas especificamente, 6,3 % de las infecciones

fueron por protozoarios potencialmente patégenos y 2,6 % por helmintos. ('?

3.1.2. Tratamiento farmacolégico: generalidades del Albendazol

Los Benzimidazoles son un tipo de farmacos con actividad antihelmintica. Las tres moléculas
correspondientes a este grupo, que han sido extensamente utilizadas son: tiabendazol,

mebendazol y albendazol.('® La estructura quimica de estos tres farmacos se muestra en la tabla
1.



Tabla 1. Estructura quimica de los farmacos Benzimidazoles.

Farmaco Estructura quimica
N M
Tiabendazol \ H}|
N\ _s
N
— — i — ﬁ'
| O CH3

N o
Mebendazol \;

S >— 0
Albendazol Hac/v N\.
NH
NH

Chabner BA, Knollmann BC, editores. Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics. 12a
ed. New York: McGraw-Hill; 2011.

El Albendazol (ABZ) es un antihelmintico de amplio espectro. Es la primera eleccion para el
tratamiento de la enfermedad hidatidica y la cisticercosis.!!>!¥ También se utiliza para tratar
infecciones por oxiuros y en casos de anquilostomiasis, ascarasis, trichuriasis y
estrongiloidiasis.'*'> Ademas es una alternativa en casos de filariasis y larva migrans visceral

y cutanea. ¥

El mecanismo de accién consiste en la union selectiva del farmaco a la B-tubulina presente en
los parsitos, lo que provoca la inhibicién de la polimerizacién de microtabulos +'3y también
inhibe la recaptura de glucosa dependiente de microtibulos. Esto genera un dafio irreversible en
las células gastrointestinales del parasito, produciéndole inanicién, muerte y por ultimo la
expulsién por parte del huésped.”” Los parasitos expuestos al farmaco también sufren otros
cambios bioquimicos, como la inhibicién de la fumarato reductasa mitocondrial y el

desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa. ¢!

La absorcion de Albendazol se debe a un proceso de difusién simple, por lo que se ve limitado

por su poca solubilidad en los fluidos gastrointestinales,® lo que genera una biodisponibilidad



reducida después de la administracién oral. "' Estudios en animales han demostrado una
mayor absorcion de ABZ en el estdomago, respecto a la cantidad absorbida cuando el
medicamento llega al intestino. Esto se puede atribuir a que la solubilidad del principio activo
es mayor en el medio dcido estomacal, por lo que se podria favorecer la absorcion mediante la
ralentizacién del vaciamiento géstrico con la ingesta de una dieta grasosa. © Es por esto que
comuinmente se indica que la absorcion del ABZ aumenta (hasta cuatro veces) si se administra

en conjunto con alimentos grasos. 6719

La poca absorcidon puede ser una ventaja en el tratamiento de helmintos intestinales, pero para
que sea efectivo en el tratamiento de infecciones de helmintos en tejidos (como en la enfermedad
hidatidica y en la neurocisticercosis) es necesario que una cantidad suficiente del farmaco activo

llegue al sitio de la infeccién mediante la circulacion sistémica. 7

Posterior a la absorcion es rapidamente metabolizado en el higado, lo que permite la formacion
del metabolito activo sulféxido de ABZ, el cual se une a proteinas, se distribuye bien en los
tejidos y logra llegar a la bilis, liquido cefalorraquideo y quistes hidatidicos. ' Después de
aproximadamente 3 horas de la administracion de una dosis de 400 mg de ABZ, se alcanza la

maxima concentracién plasmatica. La vida media se encuentra entre 8 y 12 horas. ('¥

Respecto a las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo, se puede mencionar que es un
polvo cristalino e incoloro, soluble en dimetilsulféxido, parcialmente soluble en metanol y
cloroformo y practicamente insoluble en agua '%!”). Es una base débil y el logP octanol/agua es
de3,5.¢9



3.2. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS)

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica fue propuesto por Amidon ez al en 1995. (®
Consiste en un marco de referencia cientifico para clasificar un farmaco baséndose en su
solubilidad y permeabilidad intestinal. ('®!? Al combinarlo con las caracteristicas de disolucién
in vitro del principio activo, el BCS toma en cuenta tres factores principales: la solubilidad, la

permeabilidad intestinal y la velocidad de disolucién. !9

La clasificacién de la solubilidad de un farmaco en el BCS, se basa en la dosis mas elevada del
principio activo que presenta un producto de liberacion inmediata. Se considera un principio
activo con alta solubilidad, cuando la dosis mas alta es soluble en 250 mL, o menos, de un medio

acuoso con pH entre 1,0 — 7,5. De no ser asi, el farmaco se clasifica en la categoria de baja

solubilidad. (1*-2"

La determinacion de la permeabilidad se puede llevar a cabo mediante diferentes métodos. Por
ejemplo se pueden desarrollar estudios farmacocinéticos en humanos, como balances de masas,
biodisponibilidad absoluta o permeabilidad intestinal. También se pueden realizar estudios de
perfusion intestinal in vivo o in situ en modelos animales adecuados, métodos de permeabilidad
in vitro o estudios con células epiteliales (células Caco-2 o0 TC-7). ?? Un farmaco es considerado
con alta permeabilidad, cuando el grado de absorcion intestinal es de 90 % o superior. De lo

contrario se clasifica con baja permeabilidad. '*2"

Por 1ltimo, se considera un producto farmacéutico de liberaciéon inmediata cuando no menos
del 85 % de la cantidad declarada de principio activo se disuelve en 30 minutos, utilizando el
aparato I a 100 rpm o el aparato IT a 50 rpm, con un medio de disolucién de 900 mL o menos,
compuesto de HCI 0,1 N e fluido gastrico simulado), buffer de pH 4,5 o solucién amortiguadora
de pH 6,8 (o fluido intestinal simulado). (12"
De acuerdo al BCS, los farmacos se clasifican de la siguiente manera: 132V

¢ Clase I: Alta permeabilidad, alta solubilidad.

e Clase II: Alta permeabilidad, baja solubilidad.

e Clase III: Baja permeabilidad, alta solubilidad.

e Clase IV: Baja permeabilidad, baja solubilidad.

Como ya se ha mencionado, el Albendazol se clasifica dentro de la clase II del BCS.



3.3. Mejoramiento de la velocidad de disolucién de farmacos.

El desarrollo aislado de nuevos farmacos no es siempre suficiente para asegurar el éxito de un
tratamiento, debido a que los resultados obtenidos en ensayos in vitro pueden no ser
satisfactorios al probar la substancia in vivo. Esto se puede atribuir a una concentracién
plasmatica insuficiente, causada por una absorcién escasa o un rapido metabolismo y
eliminacién. Otra causa probable es la poca solubilidad del farmaco, lo que imposibilita la
formulacion de una solucidon acuosa de administracion intravenosa. Y por ultimo, una alta
fluctuacién de los niveles plasmaticos, debido a una biodisponibilidad impredecible después de

la administracién oral. @

Este problema se puede solucionar con el desarrollo de sistemas adecuados de transporte de
farmacos, los cuales pueden permitir una liberacion controlada y localizada del farmaco de
acuerdo a las necesidades especificas del tratamiento.>? E] tamafio de los transportadores
depende de la ruta de administracion deseada, por lo que se podrian clasificar en trasportadores
coloidales (particulas en el rango de nandémetros), microparticulas (rango de micréometros) e
inclusive puede considerarse el empleo de transportadores de tipo implante si las particulas del

sistemna de transporte del firmaco alcanzan algunos milimetros. ¢%

Dentro de las técnicas utilizadas para mejorar la velocidad de disolucién y permeabilidad de un
farmaco, se pueden incluir la micronizacién, ®*¥ la formacién de complejos con ciclodextrinas,
las dispersiones sélidas, el empleo de tensioactivos, ) los nanocristales y los sistemas de

liberacién por emulsificacién de dispersiones del farmaco (sistemas s6lidos o semisélidos). 24

En las dltimas décadas los lipidos se han convertido en sistemas de liberacion de farmacos de
gran importancia, debido en gran medida a la disponibilidad de excipientes lipidicos con
caracteristicas aceptables a nivel regulatorio y de seguridad. Ademas, estos sistemas tienen la

capacidad de mejorar la solubilidad y biodisponibilidad oral de farmacos poco solubles en agua.
(3.4)

Especificamente, los sistemas de liberacién de principios activos basados en lipidos han sido
utilizados para mejorar la biodisponibilidad de farmacos de categoria biofarmacéutica II, ® lo

que implica que el compuesto tiene poca solubilidad en medio acuoso y alta permeabilidad al



paso a través de membranas. La poca solubilidad limita la velocidad de disolucion y esto afecta

la absorcién del fairmaco administrado por la via oral. ¢:29

Dentro de los sistemas de liberacion de farmacos basados en lipidos se encuentran las soluciones
o suspensiones oleosas y las microemulsiones 0 nanoemulsiones. Estos sistemas se pueden
convertir en intermediarios sélidos (polvos, granulados y pellets) y se utilizan para llenar

cépsulas o para comprimir y formar tabletas. 4

El aumento en la biodisponibilidad se puede atribuir a un aceleramiento del proceso de
disolucion del principio activo. Ademas estos sistemas facilitan la formacion de fases
solubilizadas por reduccion del tamafio de particula hasta el nivel molecular. También se altera
el sistema de transporte basado en enterocitos, debido a que se dan cambios en la recaptura,
eflujo y disposicion del farmaco. Otro mecanismo de mejoramiento de la biodisponibilidad se
da por el aumento en el transporte del farmaco en circulacién sistémica, por la via del sistema

linfatico intestinal. @

3.3.1. Microencapsulacién
3.3.1.1. Generalidades

La microencapsulacién consiste en un proceso en el que se encierran o atrapan particulas
micrométricas de sélidos, o gotas de liquidos o de gases, en un material inerte.?*?” El estado
fisico del material encapsulado, afecta el tamafio y la forma de la microcépsula. Por ejemplo, si
el nicleo estda compuesto por un material sélido o cristalino, se espera que la microcapsula
obtenida tenga una forma irregular, mientras que si el material del nicleo es un liquido, suelen

obtenerse microcapsulas esféricas. 7

En general, en la microencapsulacion se necesitan dos fases: la fase interna (FI) y la fase externa
(FE). La primera consiste en el nicleo de la microcapsula, mientras que la segunda se refiere al
material que recubre al niicleo.*” La FE tiene la funcién de aislar y proteger a las sustancias
encapsuladas del ambiente externo.?® En el caso de una microesfera, el material de
recubrimiento (FE) también se conoce como la matriz. ?® Las diferencias estructurales entre

microesferas y microcapsulas se ilustran en la figura 1.



Matriz  pyjierial de relleno

Recubrimiento

Microesfera Microcdapsula

Figura 1. Diferencias estructurales entre microesferas y microcéapsulas.

Fuente: Oxley J. Overview of microencapsulation process technologies. En: Gaonkar AG, Vasisht N, Khare AR,
Sobel R. Microencapsulation in the food industry: A practical implementation guide. Estados Unidos: Elsevier;
2014. p. 35-46.

Respecto al tamaifio de particula del producto obtenido mediante la microencapsulacion, si se
encuentra entre 3 y 800 um, se conocen como microparticulas, microcapsulas o microesferas,
donde la diferencia radica en la morfologia y estructura interna de la particula. Si el tamafio de
particula es menora 1 pm, se conocen como nanoparticulas, nanocdpsulas o nanoesferas. En el

caso de que el tamario de particula sea superior a2 1000 pm, se les conoce como macroparticulas.
(26)

Existen diferentes razones por las cuales se utiliza la microencapsulacion para modificar

tecnolégicamente un principio activo. Algunas de estas son: ?42"

e Proteger sustancias sensibles del ambiente externo.

e Enmascarar propiedades organolépticas de la sustancia (color, sabor u olor).
e Obtener una liberacion controlada del farmaco.

e Asegurar el manejo seguro de materiales toxicos.

e Obtener una liberacion selectiva del farmaco.

¢ Evitar efectos adversos, como la irritacién gastrointestinal.

e Convertir sustancias liquidas en un polvo que fluye libremente.

» Prevenir incompatibilidades entre diferentes farmacos.

e Prevenir vaporizacion de sustancias volatiles.

e Alterar el sitio de absorcion del PA.

10



El efecto terapéutico se va a lograr cuando las microcépsulas liberan el contenido del nicleo.
Esto se puede llevar a cabo a partir de diferentes mecanismos, por ejemplo por ruptura mecanica
de la pared de la cépsula, por disolucién o fusiéon de la pared o por difusion a través de la

pared.?”

3.3.1.2. Métodos de microencapsulacién

Los métodos utilizados para microencapsular sustancias se pueden dividir en: métodos
quimicos, métodos fisicoquimicos y métodos fisicomecénicos.® En la tabla 2 se describen las

principales técnicas de microencapsulacion correspondientes a cada método mencionado.

11



A

Clasificacion

Métodos
Quimicos

Métodos
Fisicoquimicos

Métodos
Fisicomecdnicos

Método

Polimerizacion
interfacial

Polimerizacién
in situ

Coacervacion y
separacion de
fases

Encapsulacién
por expansién
rapida de fluidos
supercriticos.

Secado por
nebulizacion
(Spray drying)
Tecnologia de
lecho fluido

Evaporacién de
disolvente

Recubrimiento

en bombo (Pan

_ coating)

Recubrimiento

por suspension
en aire

Tabla 2. Clasificacion y descripcion de las principales técnicas de microencapsulacion.

Descripcién

Consiste en la formacién de la capsula sobre la superficie de la gota o particula, a partir de
la polimerizacion de mondmeros, Las gotas son formadas por emulsificacion de una fase
organica que contiene al material del nicleo y a un monémero reactivo liposoluble
(comiinmente es un isocianato o un cloruro de un acido orgénico) en una fase acuosa. Se
afiade un mondmero reactivo hidrosoluble (generalmente con grupos amino primarios)
produciéndose la reaccién de polimerizacién.
Similar a la polimerizacién interfacial, pero no se afiaden compuestos reactivos al material
del niicleo. En este caso la polimerizacion se lleva a cabo inicamente en la fase continua y
no en la interfase con las gotas de fase dispersa.
Es la desolvatacion parcial de una disolucién homogénea del polimero. La coacervacion
simple consiste en la adicién de un agente de desolvatacion para promover la separacion de
fases. Por otro lado, la coacervacion compleja implica la formacion de un complejo entre
dos polimeros de carga opuesta, conocidos como polielectrolitos (polianion y policatién).
Se puede usar como polication la gelatma y como polianién la goma arabiga.
El CO; es uno de los compuestos mas utilizados como fluido supercritico. El proceso
consiste en mantener al fluido supercritico, que contiene al PA y al material formador de la
capsula, a alta presion y luego se lleva a presion atmosférica a través de una boquilla. El
cambio repentino de presién provoca la coprecipitacion de ambas sustancias (Ver figura
2.A).
Las particulas del niicleo se dispersan en una disolucién de polimero, se transportan a través
de una corriente de gas (puede ser nitrégeno comprimido) y se atomiza en una camara
caliente que favorece el secado de las particulas (Ver figura 2.B).
El material de recubrimiento liquido se rocia sobre las particulas del niicleo. La rapida
evaporacion facilita la formacién de una capa externa sobre las particulas (Ver figura 2.C).
Son necesarias tres fases: el niicleo, el material de recubrimiento y un vehiculo liquido de
fabricacion. Se disuelve o dispersa el material del niicleo en una solucién del polimero de
recubrimiento (en un disolvente volatil). Esta mezcla se agrega al vehiculo y se caliente
~ para evaporar el disolvente del polimero, y de esta manera se forma la microcapsula,
La solucién de recubrimiento se aplica por atomizacion a las particulas del niicleo que se
encuentran en un bombo. Para evaporar el disolvente de la solucién de recubrimiento se
utiliza aire caliente que pasa por las particulas recubiertas.
Las particulas se recubren mientras se encuentran suspendidas en una corriente de aire
ascendente.

i‘uente
(26,29)

(26,29)

(26,29)

(26,30,31)

(26,29)
(26,32)
(26,27)
(26,27)

(26,27)



Polimero

Nicleo

Figura 2. Técnicas de microencapsulacion. A. Microencapsulacion por expansion rapida de fluidos supercriticos.
B. Microencapsulacion por el método de secado por nebulizacion. C. Microencapsulacién en lecho fluido. (a)
Atomizacion superior, (b) atomizacion inferior y (c) atomizacién lateral.

Fuente: Modificado de Jyothi NV, Prasanna PM, Sakarkar SN, Prabha KS, Ramaiah PS, Srawan GY.
Microencapsulation techniques, factors influencing encapsulation efficiency. J Microencapsul. 2010; 27(3): 187-
197.
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3.3.2. Transportadores coloidales
332.1. Generalidades

Dentro de los sistemas transportadores de farmacos, se encuentran los sistemas coloidales, los
cuales incluyen: micelas, nanoemulsiones,*? liposomas, nanosuspensiones y nanoparticulas

poliméricas. 2

Los sistemas basados en polimeros incluyen a los conjugados solubles polimero-fairmaco,
nanocapsulas poliméricas y nanoesferas. Dentro de las desventajas que presentan este tipo de
sistemas se puede mencionar la presencia de residuos de disolventes organicos utilizados en la
produccién de los polimeros, la citotoxicidad del polimero y las dificultades que presenta el
escalamiento del proceso productivo. Ademas se debe tomar en cuenta la hidrélisis del polimero
durante el almacenamiento y que para prevenir la degradacién del mismo, en algunas ocasiones

es necesaria la liofilizacién. @3

En el caso de los liposomas, estos consisten en vesiculas esféricas compuestas por una bicapa
de fosfolipidos. La figura 3 representa diferentes tipos de liposomas. Los farmacos lipofilicos
se incorporan dentro de la bicapa, mientras que los de naturaleza hidrofilica se solubilizan en el
interior acuoso del liposoma.®* Dentro de las ventajas que presenta este tipo de transportador,
se menciona la buena biocompatibilidad, baja toxicidad, no producen la activacion del sistema

inmune y permiten dirigir compuestos bioactivos al sitio de accién.®?

14



(e)

Figura 3. Representacion de sistemas basados en liposomas.(a) liposoma convencional, (b) Liposoma recubierto
con conjugado polimérico como PEG, (c) Liposoma unido a un ligando funcional, (d) Liposoma con un tnico
ligando y anticuerpo, (e) Ligando duplicado, (f) Liposoma cargado con gas perfluorocarburo.

Fuente: Mufamadi MS, Pillay V, Choonara YE, Du Toit LC, Modi G, Naidoo D, Ndesendo VM. A review on
composite liposomal technologies for specialized drug delivery. J Drug Deliv. 2010; 2011: 1-19.

Las nanosuspensiones son dispersiones de particulas coloidales del farmaco, estabilizadas por
medio de un tensioactivo, 2% un polimero o una mezcla de ambos.®*) Se pueden obtener a
partir de sistemas de molienda y homogenizacién a alta presion.®*3%) E| primero presenta la

desventaja de que el farmaco puede sufrir transformaciones de la forma cristalina durante el

procedimiento.>

Dentro de las ventajas que han demostrado las nanosuspensiones, se puede citar que tienen una
alta concentracion de farmaco, baja incidencia de efectos adversos atribuidos a los excipientes

y un bajo costo. Ademés pueden ser administradas por via oral, parenteral, pulmonar, tdpica u

ocular.®¥

Por otro lado, las nanoemulsiones consisten en una dispersion nanométrica de aceite y agua
estabilizada por una interfase de moléculas de tensioactivo, alcanzando un tamafio de globulillo
menor a 100 nm. Este tipo de formulacién tiene una mayor capacidad de solubilizacién que las
soluciones micelares y ademas su estabilidad termodindmica permite que tengan una larga vida

media.®® Es importante mencionar que la nanoemulsificacién requiere de poca energia.®%7)

15



3322 Nanoparticulas lipidicas (NL)

Las nanoparticulas lipidicas son un sistema de transporte de farmacos alternativo a las
emulsiones, liposomas y nanoparticulas poliméricas. Se pueden dividir en dos grupos

principales.®®

¢ Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS).

¢ Transportadores lipidicos nanoestructurados (TLN).

Estos tipos de nanoparticulas lipidicas, se han investigado para la administracion por las
siguientes vias: parenteral, oral, ocular, pulmonar y tépica.®® Especificamente para la
administracion oral, las NL se pueden formular como dispersiones acuosas, tabletas, pellets,
capsulas y otras formas farmacéuticas.” Ademas se ha demostrado su eficacia como sistemas

de liberacion capaces de mejorar la biodisponibilidad oral de diferentes farmacos.®”

El aumento en la biodisponibilidad oral, se puede atribuir al incremento en el area superficial
de las particulas, lo que permite mejorar la velocidad de disolucion y aumentar la cantidad de
principio activo disuelto en los fluidos gastrointestinales. Ademas las NL pueden aumentar el
tiempo de residencia del farmaco en el tracto digestivo, ya que tienen la posibilidad de adherirse

a la pared gastrointestinal,”® por el pequefio tamaiio de particula que se encuentra entre 50 nm
y 1000 nm. %49

Las NL aumentan la permeabilidad del farmaco a través de las bicapas lipidicas del epitelio y
ademas facilitan la absorcion linfatica del farmaco, lo que evita el metabolismo hepatico. (39,41)

Otra ventaja consiste en que la matriz lipidica disminuye la exposicion del farmaco al sistema

intestinal de eflujo.C?

Ademas este tipo de sistemas de transporte son capaces de ser cargados con moléculas lipofilicas

e hidrofilicas,®?® incluyendo también compuestos labiles como proteinas y péptidos.?

Las NL son bien toleradas en organismos vivos si son preparadas con excipientes
fisiologicamente adecuados,” ya que estos presentan una buena biocompatibilidad y

biodegradabilidad.®® Las NLS estdn compuestas por lipidos que son sélidos a temperatura

ambiente y temperatura corporal.(®3?
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Las NLS han presentado algunas limitaciones. Por ejemplo, la capacidad de carga con el
farmaco es limitada, se puede dar pérdida de encapsulacion del farmaco durante el
almacenamiento y las dispersiones acuosas de NLS tienen un alto contenido de agua (70 — 95
%). 2 Esto ha llevado al desarrollo de una nueva generacién de nanoparticulas lipidicas: los
TLN, que han demostrado una mayor capacidad de carga para un numero superior de farmacos,
respecto a las NLS. Ademas, los TLN evitan o minimizan la pérdida de encapsulacion del

farmaco durante el almacenamiento. ¢®

Los TLN corresponden a la segunda generacion de nanoparticulas lipidicas, donde la principal
diferencia con las NLS es que se pueden sustituir parcialmente los lipidos s6lidos por lipidos
liquidos al mezclar ambos tipos de lipidos. Sin embargo se debe considerar que la mezcla debe
ser solida a 40 °C. 3%

Esta diferencia respecto a las NLS genera una nanoestructuracion de la matriz lipidica, es decir
la matriz se vuelve menos ordenada, con muchas imperfecciones, lo cual va a generar un
aumento de la capacidad de carga del farmaco y disminuye la posibilidad de pérdida de

encapsulacion. Ademas permite una mayor flexibilidad respecto a la modulacién de la liberacion

del farmaco. ¥

Como se ha mencionado, las NL permiten controlar la liberacion del farmaco que contienen,

por lo que es importante conocer algunos factores que influyen en su liberacion:

e Existe una relacién inversa entre la liberacion de farmaco y su coeficiente de particion
octanol-agua.*®)

e Se logra una mayor liberacion de farmaco cuando se tiene una mayor area superficial,
es decir menor tamafio de particula (en el rango de nandmetros). **

e Se obtiene una liberacion lenta cuando el farmaco se encuentra homogéneamente
disperso en el lipido. )

» Existe una relacion inversa entre la cristalizacion del transportador lipidico y el grado de
movilidad de] farmaco. Si la movilidad del farmaco es alta (baja cristalizacion del
lipido), se logra una rapida liberacién. 43

e Es posible alcanzar una liberacion inicial rapida si la formacion de las NL se da a alta

temperatura y con una alta concentracién de tensioactivo. )
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3.3.2.2.1. Produccién de nanoparticulas lipidicas

Los componentes principales de las NL incluyen lipidos, agentes emulsificantes y agua. La
funcién de los emulsificantes es prevenir la aglomeracién de las particulas, lo cual se logra de

una manera mas eficiente si se utilizan combinaciones de este tipo de compuestos. 3

Respecto al proceso de produccion, existen varios métodos que permiten la obtencion de este

tipo de transportadores de farmacos. Los cinco principales son:

» Homogenizacién a alta presién (HAP) en caliente o en frio. 23404547
e Evaporacion de disolvente. (23,47,48)

 Difusién de disolvente. #44748)

o Dilucién de microemulsién. 454749

o Técnica de ultrasonido. 3254%

De manera general, el primer paso consiste en formar una nanoemulsién con el lipido, el

tensioactivo y el farmaco. El paso siguiente consiste en la solidificacion de las nanogotas para
obtener NL. %)

La homogenizacién a alta presién se ha utilizado durante mucho tiempo en la produccién de
nanoemulsiones para nutricion parenteral. Es importante mencionar que en la mayoria de los
casos, el proceso de escalamiento no representa problemas, lo que lo convierte en uno de los

mejores métodos para producir NL. 3340

En general, un homogenizador de alta presion promueve el paso de un liquido, mediante una
presion de 100-2000 bar, a través de un agujero estrecho que se encuentra en el rango de unos
pocos micrémetros. El fluido, en una corta distancia, logra acelerarse a una alta velocidad (por
encima de 1000 km/h), lo cual proporciona un alto estrés de cizalla y fuerzas de cavitacién que

promueven el rompimiento de las particulas hasta un rango submicrométrico.®

Existen dos tipos de HAP: en caliente y en frio. Ambos métodos se ilustran en la figura 4. El
primero consiste en desarrollar el procedimiento a temperaturas por encima del punto de fusién
del lipido, puesto que a mayor temperatura se produce un menor tamafio de particula, debido a
la disminucién de la viscosidad de la fase interna. Sin embargo, la alta temperatura puede

generar la degradacién del farmaco y el transportador. Se debe tomar en cuenta que si se
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aumenta la presion o el nimero de ciclos de homogenizacion, se puede dar un incremento del
tamario de particula, debido a fendmenos de coalescencia generados por el aumento en la energia
cinética.?

Por otro lado, la HAP en frio se lleva a cabo principalmente cuando se necesita formar NL de
principios activos termoléabiles.*>) En este caso, se utiliza el lipido en estado sélido, por lo que
se da una molienda de una suspensién a alta presién.*>*” Es importante cuidar la temperatura

con el fin de no llegar a fundir el lipido durante el procedimiento.?

Fusién del lipidoy |
disolucién/dispersion |
HAP en caliente | del firmaco enellipido | HAP en frio
|

[ ]
Solidificacién de la mezcla

| Dispersion de la mezcla
inicial en una mezcla acuosa inicial en nitrégeno liquido o
de tenstoactivo (caliente). hielo seco.
|. Premezcla con agitador para i 1
| formar una pre-emusién 1 Molienda
|_ grosera. . ‘ J
rI-IAPamuxtex:u;.»emntu.m1:»or ‘ Dispersar el polvo en una
encima del punto de fusién mezcla acuosa de
del lipido. | tensioactivo.
. - . HAP a tempertura ambiente
Nanoemulsién o/a caliente o iifirinr ‘
Solidificacion de ‘. :
nanoemulsion por - \
enfriamiento a | Nanoparticulas sélidas
temperatura inferior | lipidicas

a la ambiental. |

Figura 4. Procedimiento general de formacién de nanoparticulas sélidas lipidicas por homogenizacién a alta
presion en frio y en caliente.

Fuente: Modificado de Mehnert W, Mader K. Solid lipid nanoparticles production, characterization and
applications. Adv. Drug Deliv. Rev. 2012; 64:83-101.

En cuanto al método de evaporacion de disolvente, éste consiste en la disolucion del lipido en
un disolvente orgdnico y en la posterior emulsificacién de esta mezcla con una fase acuosa.
Después de la evaporacion del disolvente a presion reducida, se forma una dispersion de

nanoparticulas debido a la precipitacién del lipido en el medio acuoso.®**? E| tamafio de
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particula promedio es de 30 nm a 100 nm “” y depende de la concentracién del lipido en la fase
organica; a menor concentracién de lipidos, menor tamafio de particula. Este método permite
obtener particulas de menor tamafio que las obtenidas cuando se emulsifica por fusién del
lipido.?® A pesar de esta ventaja, presenta el riesgo de generar problemas toxicolégicos por
residuos del disolvente organico. De ahi la importancia de elegir disolventes y tensioactivos de

baja toxicidad.“”

El método de difusién de disolvente, es similar al descrito anteriormente, pero se basa en la
miscibilidad acuosa del disolvente organico en que se disuelven los lipidos. Al transfenir una
emulsién oleo-acuosa en agua, el material lipofilico disuelto en el disolvente organico solidifica
de inmediato, debido a la difusion del disolvente orgénico desde los globulillos hacia la fase
continua.“7*® A partir de esto surge una de las ventajas que presenta este método, ya que
generalmente la velocidad de difusién del disolvente organico miscible en agua hacia la fase
acuosa, es muy rapida.*? Ademds, el método de difusién de disolvente permite obtener
particulas con tamafios inferiores a los 200 nm y muy baja polidispersidad.“’*® A partir de una
metodologia basada en el método de difusion de disolvente, se desarrollaron los transportadores

lipidicos disefiados en esta investigacion.

En el caso de la dilucién de microemulsién, consiste en dispersar la microemulsién caliente en
agua fria (2 — 3 °C), con agitacién. ®**) Un amplio diferencial de temperatura facilita la
cristalizacién y evita la agregacién de particulas. La proporcién microemulsién:agua por lo

general se encuentra entre 1:25 y 1:50. ¥

Por altimo, la técnica de ultrasonido se puede llevar a cabo con una sonda de procesamiento
ultrasénico. ?® El ultrasonido se aplica a una mezcla de lipidos, tensioactivo y agua (conocida
como preemulsion). Permite el rompimiento de globulillos por cavitacién acustica, lo que

genera la formacion de nanoparticulas que posteriormente se solidifican por enfriamiento. %

Este método permite obtener un tamafio de particula pequefio (entre 30 nm y 80 nm). Sin
embargo para lograrlo se necesita la aplicacion de ultrasonido por largos periodos de tiempo
(més de 15 minutos), lo que pone en riesgo el desprendimiento de particulas metélicas de la
sonda y la consecuente contaminacién de la muestra. ?*5% Otra desventaja de este método es
que se dificulta dispersar de manera homogénea altas concentraciones de grasa, por lo que el

uso de esta técnica es limitado si hay una alta concentracién de lipidos.?*
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3.3.3. Agentes modificadores del desempeiio de transportadores lipidicos

Con el fin de mejorar las caracteristicas de liberacion del principio activo formulado en algin
tipo de transportador como los que se han mencionado, se ha optado por la adicién de diferentes
excipientes a la matriz lipidica. Por ejemplo se ha reportado el uso de diferentes tipos de
Aerosil® hidrofilico en transportadores hidrofébicos para mejorar las propiedades de liberacién
del principio activo ©'? Otros de los beneficios que se han descrito al utilizar este excipiente

es el mejoramiento del flujo y la uniformidad del tamafio de particula de las microesferas. ¢

El Aerosil® es uno de los productos comerciales del diéxido de silicio coloidal (SiO5). Consiste
en un tipo de silice altamente disperso, amorfo y submicroscopico, *'** cuyas propiedades se
pueden controlar mediante condiciones de reaccidén apropiadas y modificaciones de la

superficie. Estas modificaciones afectan el tamafio de particula, el area superficial, la naturaleza
hidrofilica y la densidad. "

El Aerosil® hidrofilico se identifica con un nimero que se refiere al area superficial especifica
(m%g). Uno de los mas comunes en el area farmacéutica es el Aerosil® 200, el cual tiene
diferentes aplicaciones. Por ejemplo en la manufactura de tabletas, se utiliza como adsorbente
de humedad, deslizante y como desintegrante al influenciar la absorcion de agua. Ademas este

excipiente tiene propiedades como agente aumentador de viscosidad y estabilizador de

emulsiones. ¢4

Los tensioactivos consisten en otro tipo de excipientes que han sido estudiados como aditivos
de microesferas lipidicas. Por ejemplo se han usado tensioactivos i6nicos como el colato de
sodio, no i6nicos como los polisorbatos, anfotéricos como los fosfolipidos e incluso se han
utilizado estabilizadores poliméricos como los poloxameros y alcoholes poliviniiic:os. 3% Este
tipo de sustancias pueden generar distintos efectos a nivel de distribucién del tamafio de

particula, potencial zeta y estructura cristalina del TLN. 9

La crospovidona es un desintegrante insoluble en agua, con apariencia de polvo blanco,
estructura porosa y gran édrea superficial. Se utiliza ampliamente en la formulacién de
comprimidos.®® Se han descrito diferentes mecanismos que explican la accién de los
desintegrantes en la ruptura de tabletas. Por ejemplo, se ha considerado que la crospovidona

utiliza, parcialmente, el hinchamiento, que consiste en que las particulas del desintegrante se
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hinchan al entrar en contacto con un medio adecuado, lo que genera la ruptura de la matriz. %339

Lo anterior se ilustra en la figura 5.

Particulas de
disgregante Areca estresada
hinchadas
Forma seca Forma hidratada Estrucrura

debilitada

Figura 5. Mecanismo de desintegracion por hinchamiento.

Fuente: Hernandez-Torres JE, Melgoza-Contreras LM. Principales superdisgregantes sintéticos, mecanismos y
factores que influyen en su actividad. Rev Colomb Ciencias Quimico-Farmacéuticas. 2014;43(2):234-47.

Sin embargo, los mecanismos principales que caracterizan la efectividad de la crospovidona
como desintegrante se basan en la porosidad y la accién capilar. #3537 Las particulas de
crospovidona aumentan la porosidad y promueven la formacion de vias que favorecen la
penetracion de fluidos dentro de la tableta. La entrada de liquidos se lleva a cabo por capilaridad,
rompiéndose asi enlaces entre las particulas de la matriz, lo que provoca la ruptura del

comprimido. >0

Por otro lado, se ha reportado la capacidad de la crospovidona en el mejoramiento de la
solubilidad de farmacos de dificil disolucién, esto mediante la técnica de co-evaporacion. Este
procedimiento consiste en la adsorcion del principio activo en la crospovidona, en presencia de

un disolvente adecuado, el cual es posteriormente evaporado. ¥
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3.4. Técnicas de caracterizaciéon de microesferas lipidicas
3.4.1. Difractometria de Rayos X

La Difractometria de Rayos X (DRX) y la Calorimetria Diferencial de Barrido son técnicas

utilizadas para determinar la forma cristalina del lipido y del farmaco disperso en la matriz
lipidica. ©¢%

El uso de la DRX en la cristalografia data de 1915, cuando Bragg recibi6 el Premio Nobel por
desarrollar esta técnica para determinar la estructura reticular de cristales utilizando la
interferencia de ondas en sélidos.®® En la actualidad esta técnica permite estudiar los cambios

en la microestructura de los transportadores lipidicos nanoestructurados.*%

En general, la DRX se puede describir en términos de 6ptica geométrica. Cuando una onda
incidente con el vector de onda k, es dispersada por el plano reticular de un cristal, los rayos
paralelos difractados tienen que desplazarse diferentes distancias a través del cristal.
Geométricamente la diferencia de longitud esta dada por Ag=2 d * sen 6, donde d es ladistancia
entre dos planos reticulares continuos y 6 es el angulo entre la radiacion incidente y el plano. La
diferencia de distancia puede causar un cambio de fase que lleve a la extincion de la onda, esto
en caso de que exista un gran nimero de planos paralelos. A partir de esto, se sabe que la
interferencia entre los rayos difractados es constructiva solo en caso de que el cambio de fase
sea cero, lo cual se da cuando la diferencia en la distancia es un miltiplo entero de la longitud
de onda, es decir Ag =1 \. Si se combina con la ecuacién geométrica descrita anteriormente,®”

se obtiene la ecuacion de Bragg, para la interferencia constructiva: 2d x sen © = n A. Esto se

ilustra en la figura 6. 6060
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Planos reficulares

Figura 6. Representacion grafica de la ley de Bragg.
Fuente: Modificado de Borchert H. X-Ray Diffraction. En: Hull R, Jagadish C, Osgood R, Parisi J, Uchida S,

Wang Z, editores. Solar Cells Based on Colloidal Nanocrystals. New York: Springer Berlin Heidelberg; 2014. p.
79-94.

Los rayos X se pueden generar mediante diferentes métodos. Uno de los mas comunes consiste
en el empleo de dos electrodos: un catodo y un anodo, sellados dentro de un tubo al vacio. El
catodo, hecho de un filamento, se calienta y los electrones son emitidos bajo un voltaje aplicado.
Si el voltaje de aceleracion de una fuente de voltaje es aplicado al anodo, los electrones seran
acelerados hacia el anodo con una energia cinética KE, que es igual a la carga del electron. Los
electrones a alta velocidad, chocan contra los dtomos del metal del anodo y se desaceleran.
Algunos de estos electrones desacelerados, con energia KE’, irradian una onda electromagnética
transversal con una longitud de onda en el rango de los Rayos X. Esto ocurre si la energia
cinética del electron incidente es suficientemente alta y si la deflexion del dngulo de electrones
de los dtomos del metal, es amplia. Los rayos X generados pasan a través de una ventana de

Berilio y chocan contra la muestra, que se encuentra en un goniémetro. %

3.4.2. Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés) es una técnica que, entre
otras funciones, permite detectar reacciones inducidas por la temperatura, mediante la
monitorizacion de la capacidad aparente de calentamiento de una muestra, en relacion con una
referencia, en funcién de la temperatura.©®? Es decir, esta técnica permite medir temperaturas y
flujos de calor relacionados con transiciones de fase de la materia (cristalizacion, fusion y

evaporacién) o con reacciones quimicas (hidrélisis y oxidaciéon), como funciéon de la
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temperatura y el tiempo.®” La figura 7 muestra el aspecto caracteristico de los termogramas

obtenidos por DSC.

En la DSC se calientan de forma independiente la muestra y la referencia. Esto permite medir
directamente la diferencia en flujo de calor necesaria para mantener una temperatura igual en

ambas, por lo que los datos se obtienen en diferencial de calor entrante respecto a la temperatura
(dH/dT)."®»

#—————F1UJO DE CALOR ENDOTERMICO - -

|
g
i

Figura 7. Representacion de termogramas obtenidos por calorimetria diferencial de barrido.

Fuente: Sandoval A, Rodriguez E, Fernandez A. Aplicacion de analisis por calorimetria diferencial de barrido
(DSC) para la caracterizacion de las modificaciones del almidon. Dyna. 2005; 72 (146): 45-53.

Generalmente, los equipos de DSC utilizan portamuestras de aluminio. Con el fin de obtener un
pico definido y de alta resolucion, se sugiere que la superficie de contacto entre el recipiente y
la muestra sea la maxima. Ademas, la calibracion del aparato se realiza con un metal de alta
pureza, del cual se debe conocer la entalpia y el punto de fusion. E1 més utilizado es ¢l Indio,

cuya entalpia de fusion (AHj) es de 28,55 J/g y el punto de fusion es de 429,8 K.

Esta técnica calorimétrica ha sido muy utilizada en €l analisis de aceites y grasas, 3659 ya que
el perfil térmico que genera se puede relacionar con propiedades fisicas y quimicas de estos
materiales.®® La DSC se puede utilizar para el control de calidad durante €l fraccionamiento de
algunos aceites como el de palma. Ademas es Util en la caracterizacion de perfiles térmicos de
aceites,®® en estudios de cinética de oxidacién y de estabilidad oxidativa de grasas, asi como

en la determinacién de compuestos polares en aceites. 6365
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En el caso del analisis de aceites y grasas, el aspecto mas importante de las caracteristicas fisicas
corresponde a los cambios de fase de sélido a liquido (fusién) y de liquido a sélido
(cristalizacion). ©569 E] primer proceso resulta en una expansion de volumen y en un efecto
térmico negativo (endotérmico), mientras que el segundo cambio de fase genera una contraccion

de volumen y un efecto térmico positivo (exotérmico). (¢*)

La DSC se ha utilizado para determinar el estado y cristalimidad de dispersiones lipidicas,
sistemas semisélidos, polimeros y liposomas.” En relacién con las microesferas y
nanoparticulas lipidicas, este analisis se lleva a cabo con el fin de confirmar la asociacion entre
el lipido y el formaco en la particula lipidica.*® Ademas permite el estudio del comportamiento

de fusién y cristalizacion de materiales cristalinos como las nanoparticulas lipidicas. %

3.4.3. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (IRTF)

El espectro infrarrojo (IR) se ubica entre las longitudes de onda de 0,78 um y 1000 pm. Sin
embargo, las frecuencias de vibracion de la mayoria de moléculas, se encuentran en el espectro
IR intermedio, entre 2,5 um y 25 pm. El espectro IR se ubica entre la region visible (longitudes
de onda superiores al IR) y la regién de microondas (longitudes de onda inferiores al rango

IR).®”) Como se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Espectro electromagnético.

Fuente: Modificado de Alvarez A, Prieto M. Technical and Methodological Aspects of Fourier Transform Infrared
Spectroscopy in Food Microbiology Research. En: Hartel R, editor. Fourier Transform Infrared Spectroscopy in
Food Microbiology. New York: Springer US; 2012. p. 1-17.

La espectroscopia infrarroja es una técnica rapida y no destructiva que requiere una cantidad
minima de muestra necesaria para el analisis.®® Esta técnica estudia la relacion entre la materia
y la energia irradiada en el rango infrarrojo (IR). Este efecto se evaliia mediante la medicion de
la absorcion de diferentes frecuencias IR por una muestra situada en la trayectoria de un haz
IR.®78 La absorcion de energia se da a frecuencias correspondientes al modo de vibracion
molecular de la molécula o grupo quimico determinado, debido a que diferentes grupos
funcionales absorben energia a frecuencias de radiacién IR caracteristicas. Esta técnica se usa
en la identificacion de muestras e investigacion de estructuras moleculares.®” Otro de los usos
se da en la determinacion de interacciones moleculares entre un principio activo y los

excipientes con que se formula."%
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Cuando la radiacion IR es absorbida por una molécula, la energia asociada se convierte en varios
tipos de movimientos de vibraciones o rotacion, dependiendo de si cambia la longitud o el
angulo del enlace. Las vibraciones se dividen en dos tipos principales: vibraciones de
estiramiento (simétrico o asimétrico) y vibraciones de flexion (tijeras, balanceo, oscilacion y

torsién). €771

Dentro de las ventajas que ofrece la espectroscopia IR con transformada de Fourier respecto a
la espectroscopia IR convencional, se pueden citar su sensibilidad mayor ‘7" y la mayor

rapidez con que se obtiene un espectro de absorcién reconocible. 7%
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4. Metodologia

4.1. Materiales

Acido Clorhidrico. Metanol.

Aerosil® 200 (silice coloidal) Monoestearato de glicerilo
Albendazol Polietilenglicol 6000 (PEG 6000)
Crospovidona Polivinilpirrolidona K25

Etanol Poloxamero 407

Hidréxido de Sodio Triglicérido de acido céprilico/caprico

4.2. Procedimiento general de formacion de microesferas lipidicas

Se siguié el método de difusiéon de disolvente descrito por Hu et al, para la formacién de
transportadores  lipidicos nanoestructurados, con algunas modificaciones.™ Los

procedimientos se describen a continuacioén, como métodos A, By C.

Método A: Inicialmente se disolvié el monoestearato de glicerilo (MG), el triglicérido de acido
caprilico/caprico (TCC) y el poloxamero 407 en 60 mL de etanol, en un bafio de agua a 55 °C.
Posteriormente se dispersé el Albendazol (ABZ) en dicha solucién. La suspensién orgénica
resultante se dispersé rapidamente en 50 mL de una solucién acuosa de poloxdmero 407 al 0,2
% p/v y se mantuvo con agitacién mecanica a 600 rpm en un bafio de agua a 55 °C durante 3
minutos.

Con el fin de favorecer la formacion de las microesferas, se agregaron 300 mL de agua destilada
fria (5 — 10 °C) y se traslado la dispersion a un bafio de agua con hielo, sin detener la agitacién.
La agitacion se detuvo cuando la dispersién registrd6 una temperatura de 20 °C
aproximadamente. Se dejé reposar, para promover la sedimentacion de las microesferas y se
decantd el liquido sobrenadante. Las microesferas se colocaron en toallas de papel absorbente y

se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 horas, en un desecador con silica.
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Posteriormente se pesaron y envasaron las microesferas en recipientes de vidrio, con cierre de

rosca y cubiertos de papel aluminio para brindar proteccion de la luz.

Método B: Se siguid el mismo procedimiento descrito anteriormente, pero se reemplazaron
algunos de los materiales. Los lipidos se mantuvieron, el poloxamero 407 que se agregaba
inicialmente junto con los lipidos, se cambié por polietilenglicol 6000 (PEG 6000). Ademas la
fase acuosa que consistia en 50 mL de poloxamero 407 al 0,2 % p/v, se sustituy6 por 100 mL

de polivinilpirrolidona K25 al 0,2 % p/v.

Método C: En este caso se procedid a disolver el principio activo en 25 mL de metanol
acidificado. Posteriormente se disolvieron los lipidos y el PEG 6000 en la disolucion de ABZ,
con agitacion manual, en un bafio de agua a 55 °C. La solucién organica resultante se disperséd
rapidamente en 100 mL de una solucién acuosa de polivinilpirrolidona K25 al 0,2 % p/v y se
mantuvo con agitacion mecédnica a 600 rpm en un bafio de agua a 55 °C durante 3 minutos. Se
agregaron 300 mL de agua destilada fria (5 — 10 °C) y se trasladé la dispersion a un baiio de
agua con hielo, sin detener la agitacion.

La agitacién se detuvo cuando la dispersion registr6 una temperatura de 20 °C
aproximadamente. Se dejo reposar, para promover la sedimentacion de las microesferas y se
decant6 el liquido sobrenadante. Las microesferas se colocaron en toallas de papel absorbente y
se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 horas, en un desecador con silica.
Posteriormente se pesaron y envasaron las microesferas en recipientes de vidrio, con cierre de

rosca y cubiertos de papel aluminio para brindar proteccion de la luz.

4.2.1. Preparacion de microesferas lipidicas simples

Se prepararon tres formulaciones diferentes de microesferas lipidicas, donde se vari6 la
proporcién de triglicérido de acido caprilico/caprico en la fase lipidica de la siguiente manera:
0%, 12,5 % y 25 %. La cantidad de ABZ con que se cargaron las microesferas se estableci6 en
15 % peso/peso del total de la formula y la proporcion de poloxamero 407 respecto a la fase
lipidica se establecié en 1:1. La tabla 3 detalla la composicion de las microesferas lipidicas

simples, procesadas segin el método A.
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Tabla 3. Composicion de las microesferas lipidicas simples, obtenidas por el método A.

Pbrcentaje Porcentaje Masa

Caodigo peso/peso Material es0/ es{) (@)
TCoendl, . - il

Poloxamero 407 42.5 4,25

MG 425 425

MLS-1A 0 TCC 0,0 0,00
ABZ 15,0 1,50

_ o P B e

Poloxamero 407 42,5 4,25

MG 372 3,72

MLS-2A 12,5 TCEC 53 0,53
ABZ 15,0 1,50

_ Total 100

Poloxamero 407 425 4,25

MG 31,9 3,19

MLS-3A 25 TCC 10,6 1,06
ABZ 15,0 1,50

~ Total : 100

A partir de los resultados obtenidos en esta primera fase del proyecto, se seleccioné la formula
que incluye un 25 % de TCC en la FL para llevar a cabo modificaciones en la composicién de
las microesferas con el fin de mejorar el desempefio de las mismas. A partir de esto se produjeron
las microesferas lipidicas simples con los métodos B y C, manteniendo la proporcién de TCC

en 25 %, respecto al total de la FL. La composicion de estas microesferas se describe en la tabla
4.
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Tabla 4. Composicion de las microesferas lipidicas simples obtenidas por los métodos
B (MLS-3B) y C (MLS-3C).

Porcentaje

: ; Porcentaje Masa

Codigo eso/peso TCC Material

odig P el:l FL peso/peso ()

PEG 6000 425 4,25

MG 319 3,19

MLS-3B 25 TCC 10,6 1,06

ABZ 15,0 1,50

— B Total 100

PEG 6000 42,5 4,25

MG 31,9 3,19

Ll 25 TCC 10,6 1,06

ABZ 15,0 1,50

) ) Total 10,0

Ademas, las microesferas lipidicas se caracterizaron en cuanto a: morfologia, tamario,
porcentaje de carga, porcentaje de encapsulacion y ensayos de disolucion. También se utiliz6 la
calorimetria diferencial de barrido, con el fin de describir el comportamiento térmico y la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier para estudiar interacciones entre el

principio activo y los excipientes. La metodologia correspondiente se describe en los apartados
43,44 y4.5.

4.2.2. Preparacion de microesferas lipidicas con agente formador de poros

Se utilizé diéxido de silicio coloidal (Aerosil® 200) como agente formador de poros, en tres
concentraciones diferentes: 2%, 4% y 6% del peso total. > En el método C se prob6, ademds,
la incorporacién del excipiente al 7% y 8%. Se siguié el mismo ;;o:cedimiento descrito en 4.3
Procedimiento general de formacidn de microesferas lipidicas, con una Gnica modificacién, que
consistié en suspender el diéxido de silicio (previamente tamizado por una malla de 180 um)
en la solucién/suspension de MG, TCC, poloxdmero 407 (o PEG 6000) y ABZ. La proporcién
de TCC en la fase lipidica se estableci6 en 25 %, debido a que fue la férmula que dio el mejor
desempefio respecto al ensayo de disolucién de las microesferas lipidicas simples. El ABZ se

mantuvo en 15% del peso total de la férmula. Las tablas 5 y 6 detallan la composicién de las

microesferas producidas.
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Tabla 5. Composicién de las microesferas lipidicas con agente formador de poros, obtenidas
por el método A.

Cédigo Material Porcentaje peso / peso N{:; 4
o = e e et = AD e
Poloxédmero 407 41,5 4,15
MG 3L1 3,11
MLAP-1A TCC 10,4 1,04
ABZ 15,0 1,50
Aerosil 2,0 0,20
v 5 : ~ Total : 10,0 =
Poloxamero 407 40,5 4,05
MG 30,4 3,04
MLAP-2A TCC 10,1 1,01
ABZ 15,0 1,50
Aerosil 40 0,40
=R Total 10,0
Poloxamero 407 39,5 3,95
MG 29,6 2,96
MLAP-3A TCC 9.9 0,99
ABZ 15,0 1,50
Aerosil 6,0 0,60
Total 10,0

Es importante mencionar que las microesferas MLAP-3A no se pudieron formar, ya que al
aumentar la cantidad de Aerosil® 200 disminuyé demasiado el tamafio de particula y no se
pudieron recuperar las microesferas. Por esto y por las propiedades de tensioactivo del
poloxamero 407, que generaba porcentajes de rendimiento muy bajos, se decidié continuar las

siguientes modificaciones solo con los métodos B y C.
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Tabla 6. Composicion de las microesferas lipidicas con agente formador de poros, obtenidas

por los métodos B y C.

Cédigo Material Porcentaje peso / peso I\g)s 3
PEG 6000 41,5 4,15
MLAP-1B MG 31,1 3,11
TCC 10,4 1,04
MLAP-1C ABZ 15,0 1,50
Aerosil 28 0,20
e Total __ 100

PEG 6000 40,5 4,05
MLAP-2B MG 304 3,04
TCC 10,1 1,01
MLAP -2C ABZ 15,0 1,50
Aerosil 40 i 0,40

- - Total _ —— 17 I .
PEG 6000 39,5 3,95
MLAP-3B MG 29,6 2,96
TCE 9.9 0,99
MLAP-3C ABZ 15,0 1,50
Aerosil 6,0 0,60
o S, - Total 10,0
PEG 6000 39,0 3,90
MG 29,2 2,92
TCC 9,8 0,98
MLAR=SC ABZ 150 1,50
Aerosil 7,0 0,70
ol L= N _ Total p— 10,0
PEG 6000 38,5 3,85
MG 289 2,89
TCC 9.6 0,96
MLAE-4C ABZ 15,0 1,50
Aerosil 8,0 0,8

i Total : 00

4.2.3. Preparacion de microesferas lipidicas con desintegrante

Como agente desintegrante, se utiliz6 Crospovidona en tres concentraciones diferentes: 2%, 4%
y 6% del peso total. Se siguid el procedimiento descrito en 4.3 Procedimiento general de
formacion de microesferas lipidicas, especificamente se llevaron a cabo los métodos B y C, con
la modificacion de suspender la Crospovidona (previamente tamizado por una malla de 180 pm)
en la solucidn/suspension de MG, TCC, PEG 6000 y ABZ. La proporciéon de TCC en la fase

lipidica se estableci6 en 25 %, debido a que, como se vera mas adelante, fue la formula que dio
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el mejor desempefio respecto al ensayo de disolucion de las microesferas lipidicas simples del
método A. El ABZ se mantuvo en 15% del peso total de la formula. La tabla 7 detalla la
composicion de las microesferas producidas.

Tabla 7. Composicion de las microesferas lipidicas con agente desintegrante, obtenidas por
los métodos B y C.

Codigo Material Porcentaje peso / peso N:z; 4

PEG 6000 41,5 4,15
MLD-1B MG 31,1 3,11
TCC 10,4 1,04
MLD-1C ABZ 15,0 1,50

Crospovidona 2,0 020

— dotal 100
PEG 6000 40,5 4,05
MLD-2B MG 30,4 3,04
TCC 10,1 1,01
MLD -2C ABZ 15,0 1,50
Crospovidona 4.0 0,40

N il 100
PEG 6000 39,5 3,95
MLD-3B MG 29,6 2,96
TCC 9,9 0,99
MLD-3C ABZ 15,0 1,50
Crospovidona 6,0 0,60
. =n Total 100 .

4.2.4. Preparacion de microesferas lipidicas con combinacion de agente formador de
poros y desintegrante

Se formularon microesferas con una combinacién de diéxido de silicio coloidal y Crospovidona
en distintas proporciones: 25:75, 50:50, 75:25. Esta combinacién correspondié al 6% del peso
total de la formulacién. Se sigui6 el mismo procedimiento descrito en 4.3 Procedimiento general
de formacion de microesferas lipidicas, especificamente se llevaron a cabo los métodos B y C,
con la modificacién de suspender la Crospovidona y el Diéxido de silicio coloidal (previamente
tamizados por una malla de 180 pm) en la solucién/suspension de MG, TCC, PEG 6000 y ABZ.
La proporcién de TCC en la fase lipidica se establecié en 25 %, debido a que fue la formula que

dio el mejor desempeiio respecto al ensayo de disolucién de las microesferas lipidicas simples.
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El ABZ se mantuvo en 15% del peso total de la formula. La tabla 8 detalla la composicion de

las microesferas producidas.

Tabla 8. Composicion de las microesferas lipidicas con agente desintegrante, obtenidas por

los métodos B y C.

o 'Proporcién - Porcentaje Masa

Codigo ~ Aerosil : Crospovidona Matﬁ“tl peso / peso (2)
PEG 6000 39,5 3,95

MG 29,6 2,96

MLC-1B TCC 9,9 0.99
25:75 ABZ 15,0 1,50

MLC-1C Aerosil 1.5 0,15
Crospovidona 4,5 0485

. s =R Total 10,0

PEG 6000 39,5 3,95

MG 29,6 2,96

SUEER TCC 9,9 0,99
50:50 ABZ 15,0 1,50

MLC2C Aexviil 3,0 0.30
Crospovidona 3,0 030

— e (. ) 100
PEG 6000 39,5 3,95

MG 29,6 2,96

MEC=3b TCC 9,9 0,99
75 225 ABZ 15,0 1,50

MLC-3C Aerosil 4,5 0,45
~ Crospovidona 1,5 0,15

e Total 10,0
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4.3. Caracterizacion de microesferas lipidicas
4.3.1. Morfologia y tamaiio

La forma y tamarfio de las microesferas lipidicas se determinaron mediante un microscopio

optico Olympus CX31, las muestras se visualizaron con aumento de 4X y se analizaron con el

programa ImageJ.

4.3.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se utiliz6 un calorimetro Setaram STA, de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Costa
Rica. Se tomaron aproximadamente 10 mg de la muestra y se depositaron en el portamuestras
de aluminio. La medici6n se llevo a cabo a una velocidad de calentamiento de 10 °C / min, en
un rango de temperaturas de 25 °C a 250 °C. El analisis se desarrollé bajo una purga de Helio y
se utiliz6 como muestra de referencia un portamuestras de aluminio vacio. Se analizaron los

lipidos y polimeros puros, el Albendazol y las microesferas.

4.3.3. [Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (IRTF)

Se utilizé un espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrometer Spectrum 1000, del
Laboratorio de Servicios Analiticos (LASA) de la Escuela de Quimica de la Universidad de
Costa Rica. Se utilizaron pastillas de KBr y un detector de Tantalato de Litio. El anélisis se llevé
a cabo en una regién de 4000 cm™ 2 400 cm’’, a una velocidad de 0,3 cm/s y una resolucién de
4,0 cm™, en intervalos de 2,0 cm™. Se analiz6 el principio activo y las formulaciones que dieron

mejor desempefio en el ensayo de disolucién.

4.4. Valoracién de microesferas lipidicas

Para determinar el contenido real de ABZ en las microesferas, se siguié el procedimiento
descrito para uniformidad de contenido en la monografia de tabletas de Albendazol de la USP
38 ¥ ¢on algunas modificaciones que se detallan a continuacién. Cada férmula se analizé por

triplicado.

Para preparar la solucién de prueba, se coloc6 una muestra de microesferas equivalente a 40 mg

de ABZ en un matraz volumétrico de 100 mL, se agregaron aproximadamente 60 mL de
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metanol acidificado y se agitd mecanicamente durante aproximadamente 30 minutos.

Posteriormente se diluyd a volumen con metanol acidificado y se mezclo.

Se filtré una porcidn de la solucion, descartando los primeros 20 mL del filtrado. Se transfirio
1,0 mL del filtrado a un matraz volumétrico de 200 mL, se diluy6 a volumen con hidréxido de

sodio 0,1 N y se mezclo.

Para preparar la solucion estandar se pesaron, con exactitud, alrededor de 90 mg de Albendazol
y se transfirieron a un matraz volumétrico de 250mL, se agregaron 10 mL de metanol acidificado
y se agitd para disolver. Se diluyé a volumen con acido clorhidrico 0,1 N y se mezcl6. Se
transfirieron 5,0 mL de la soluci6én preparada a un matraz volumétrico de 200 mL, se diluyd a

volumen con hidréxido de sodio 0,1N y se mezclo.

Para preparar el metanol acidificado, se midieron aproximadamente 500 mL de metanol y se
colocaron en un matraz volumétrico de 1000 mL, se agregaron 20 mL de acido clorhidrico, se

diluy6 a volumen con metanol y se mezclé.

Se determiné la absorbancia de la solucidén estandar y la solucion de prueba a la longitud de
onda de maxima absorbancia, aproximadamente a 308 nm, y se utilizé hidréxido de sodio 0,1

N como blanco.

La cantidad en miligramos de Albendazol contenida en la muestra de microesferas se determiné

con la siguiente férmula:
20 C (Aw/As)

Donde C es la concentracion en pg/mL del estandar de referencia de Albendazol en la

preparacion estindar, Au y As corresponden a las absorbancias a 308 nm obtenidas con la

solucidn de prueba y la solucidén estandar respectivamente.

A partir del resultado de la valoracion, se calcul6 el porcentaje de encapsulacion del principio

activo, segiin la formula: @

PA encapsulado

% Encapsulacion = x 100

Contenido teorico de PA

De igual manera se calcul6 el porcentaje de carga en términos de porcentaje peso/peso del

principio activo en la composicion de las microesferas.
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4.5. Ensayo de disoluciéon de ABZ

Se siguié la metodologia descrita en la monografia de tabletas de Albendazol de la USP 387,
El medio de disolucion fue de 900 mL de acido clorhidrico 0,1 N a 37 °C £ 0,5 °C y se utilizé
el aparato 2 a 50rpm durante 30 minutos. Se utilizaron muestras de microesferas lipidicas
equivalentes a 200 mg de ABZ. Ademas, con el fin de facilitar la incorporacidn e interaccion de
las microesferas con el medio de disolucion, estas fueron mezcladas con 3 % de laurilsulfato de

sodio. Cada férmula se analizé por triplicado.

El procedimiento consistié en transferir 10,0 mL de una porcion filtrada de la solucién en
analisis a un matraz volumétrico de 250 mL, se diluy6 a volumen con hidréxido de sodio 0,1 N
y se mezcld. Se determiné la absorbancia de esta solucién y la solucién estandar a la longitud
de onda de maxima absorbancia, aproximadamente a 308nm, se utilizé hidréxido de sodio 0,IN

como blanco.
Se calcul6 la cantidad, en miligramos, de ABZ disuelto mediante la siguiente formula:
22,5C (Au/As)

Donde C es la concentracién en pg/mL del estandar de referencia de Albendazol en la

preparacion estandar, Au y As corresponden a las absorbancias a 308 nm obtenidas con la

solucién de prueba y la solucién estandar respectivamente.

El criterio de aceptacion USP es que no menos de 85 % (Q + 5 %) de la cantidad declarada de

ABZ debe haberse disuelto en 30 minutos.

4.6. Determinacion de la linealidad del método espectrofotométrico

Se sigui6 el método descrito por Ugalde.® Para preparar una solucién madre de Albendazol, se
pes6 con exactitud 100 mg de Albendazol y se transfirieron a un matraz volumétrico de 250 mL,

se utilizd metanol acidificado para disolver y llevar a volumen.

Se transfirieron 3,0 mL, 4,0 mL, 4,5 mL, 5,0 mL y 7,0 mL de la solucién madre a matraces
volumétricos de 200 mL y se diluy6 a volumen con hidréxido de sodio 0,1 N. A partir de esto
se obtuvieron soluciones de Albendazol con las siguientes concentraciones: 6 pg/mL, 8 pg/mL,

9 pg/mL, 10 pg/mL y 14 pg/mL. La preparacién de cada solucién se llevd a cabo por triplicado.
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Se determind la absorbancia de cada solucion a la longitud de onda de méaxima absorbancia,

aproximadamente 308 nm, usando hidréxido de sodio 0,1 N como blanco.

Para comprobar la linealidad de la medicion y obtener el coeficiente de determinacion, se utiliz6

la ecuacion de Lambert-Beer:
A=al Cs

Donde A es la absorbancia medida, a representa el coeficiente de absorbancia, / es la longitud
atravesada por la luz en el medio y Cs es la concentracién de la solucion de Albendazol en

microgramos por mililitro (ug/mL).

4.7. Analisis de datos

El analisis cuantitativo se llevo a cabo para las pruebas de valoracion de microesferas lipidicas
y el ensayo de disolucion. Los datos se expresaron como promedios con desviacién estandar
(DE). Las diferencias significativas se determinaron mediante analisis de varianza (ANOVA)
de un factor y prueba de Tukey post hoc. La significancia estadistica se dio por un valor de p <
0,05, donde 0,05 corresponde al error tipo a. Se utiliz6 el programa GraphPad Prism 5 para el

andlisis estadistico y Microsoft Excel 2013 para la tabulacién de datos.
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5. Resultados y Discusién
5.1. Estudios preliminares

Al inicio de esta investigacion se formularon las microesferas Unicamente con los lipidos:
Monoestearato de glicerilo y triglicérido de dcido caprilico/caprico y el principio activo. Sin
embargo durante los ensayos preliminares para evaluar la viabilidad de dichas férmulas, se
encontré que las microesferas flotaban en el medio de disolucién y no se lograba liberar el
principio activo de la matriz, por lo que se decidid incorporar en la férmula de los
transportadores un polimero hidrofilico que ayudara a mejorar la densidad de los mismos.
Inicialmente se utilizé el poloxdmero 407, sin embargo por las propiedades tensioactivas que
presenta dicho polimero, se favorecia la emulsificacion de las grasas en la fase acuosa y se
obtenian rendimientos muy bajos, por lo que se realiz6 el cambio por PEG 6000, el cual carece

de la funcion de agente emulsificante.

En uno de los método utilizados, que se describe més adelante, fue necesario seleccionar un
sistema de disolventes apropiado para solubilizar por completo el principio activo y que ademas
mantuviera la compatibilidad con el método de difusion de disolvente, se determind la utilidad
del metanol acidificado, después de descartar el etanol, metanol, acetona, metanol:etanol (1:1),
etanol: acetona (1:1) y metanol:acetona (1:1). Para preparar el metanol acidificado se midieron
500 mL de metanol y se colocaron en un matraz volumétrico de 1000 mL, se agregaron 20 mL

de 4cido clorhidrico, se diluy6 a volumen con metanol y se mezclé.

Respecto al procedimiento general de produccion de microesferas lipidicas se siguié el método
de difusion de disolvente descrito por Hu et al, para la formacién de transportadores lipidicos
nanoestructurados, con algunas modificaciones. "? Respecto a los cambios que se hicieron a la
metodologia original, se puede mencionar que en lugar de utilizar alcohol polivinilico como
agente viscosizante de la fase acuosa, se utilizd poloxdmero 407. Este polimero cumplia la
misma funcidén en el aumento de la viscosidad. Sin embargo como se menciond anteriormente,
al tener propiedades tensioactivas afectaba el rendimiento de la produccion, por lo que
posteriormente se cambia por polivinilpirrolidona K25. Este ultimo compuesto se emple6 como
agente viscosizante de la fase acuosa y como coloide protector para evitar la coalescencia de los

globulillos de la fase oleosa al inicio de la emulsificacién.
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Ademas, al finalizar la emulsificacién, la adicion de HCI no presentd ningan beneficio, por lo
que se descart6 y se optd por agregar agua destilada fria y manteniendo la agitacién, se pasé la
dispersion a un bafio de agua con hielo, esto con el fin de promover el endurecimiento de las

microesferas y evitar la aglomeracién de las mismas.
5.2. Morfologia y tamaiio de particula

La tabla 9 muestra el resultado de la determinacién del tamafio de particula de las microesferas
lipidicas obtenidas mediante el método A. En estos resultados no se evidencia una tendencia
clara en el tamafio de particula de las diferentes formulas, que se pudiera atribuir al aumento de
la concentracién de TCC, lo cual coincide con otros estudios similares, en los cuales se ha
establecido que el contenido de lipido liquido no tiene influencia en el tamafio de los
transportadores lipidicos.”>® En el caso de la incorporacién de Aerosil® 200 se esperaba
observar un efecto de disminucién del tamafio de particula, debido al cambio de viscosidad
generado por el excipiente ¥, sin embargo los resultados mas bien demuestran un aumento
en el didmetro de particula respecto a las microesferas simples (MLS-3A).

La morfologia de los transportadores obtenidos mediante este método, se puede ver en la figura
9. Se observa que no presentan forma esférica, sino que tienden a ser de formas y tamafios

irregulares, con bordes imperfectos que podrian aumentar el area superficial en contacto con el

medio de disolucién.

Tabla 9. Tamafio de particula de las microesferas lipidicas obtenidas por el método A.

Cédigo b Rango de tamafio (um) Promedio + DE
Minimo Maximo (n=15)
~ MLS-1A 160,4 473,38 306,0 + 88,91
MLS-2A 266,5 836,1 440,6 £ 155,9
MLS-3A 164,5 4204 295,6 + 81,94
MLAP-1A 3472 661,8 511,6 % 86,31
MLAP-2A 269,9 639,0 422,6 £101,7

Los tamarios correspondientes a los transportadores producidos a partir del método B, se
presentan en la tabla 10. En general, no se puede notar una tendencia al comparar los tamafios
de particula promedio de las microesferas modificadas con las distintas combinaciones y

concentraciones de Aerosil® 200 y crospovidona, respecto a los didmetros de particula
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correspondientes a las microesferas simples. a excepcion de la férmula con mayor concentracion

de crospovidona (6%, formula MLD-3B), donde se nota una disminucién importante del

tamaiio.

En referencia a la morfologia de las microesferas obtenidas por el método B, la figura 10

demuestra que con todas las formulas se obtuvieron transportadores con apariencia esférica.

Tabla 10. Tamaiio de particula de las microesferas lipidicas obtenidas por el método B.

Cédigo M. 'Iiz_mgo_de tamajo&t}n)_‘ ~ Promedio+DE
Minimo Maximo (n=15)

MLS-3B 206,8 371,6 306,4 + 47,85
MLAP-1B 202,0 368,7 248,0 + 48,13
MLAP-2B 150,5 406,0 284,9 + 68,06
MLAP-3B 139,7 471,7 2852+113,0
MLD-1B 191,5 547,6 277,4 + 87,88
MLD-2B 187,2 426,9 313,6 £76,95
MLD-3B 93,84 2241 160,2 + 37,09
MLC-1B 130,4 468,6 248,5 +90,73
MLC-2B 106,8 349,6 2439 £ 73,70
MLC-3B 119,3 295,1 203,1 + 47,27

En el caso de las microesferas obtenidas por el método C, cuyos resultados se encuentran en la
tabla 11, se puede ver una disminucion en el tamafo de particula a partir del uso de
concentraciones de Aerosil® 200 de 4% (MLAP-2C) o mayores (MLAP-3C, MLAP-4C y
MLAP-5C), al comparar con los resultados de los transportadores simples (MLS-3C). En los
casos en que se incorpora agente desintegrante a la formula original, no se evidencia una
tendencia clara en el efecto de la concentracion de dicho agente en el tamafio de particula,
aunque al igual que en el método B, al utilizar ]a‘};]a;yor concentracion del desintegrante (MLD-
3C) se obtiene una considerable disminucién del tamafio de particula. Al utilizar la combinacién
de excipientes, se evidencia una disminucion en el tamafio promedio respecto a las microesferas

simples evaluadas.

Respecto a la morfologia de estos transportadores, la figura 11 muestra que poseen formas y

tamafios irregulares, con bordes indefinidos (multiples pliegues).
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Tabla 11. Tamaiio de particula de las microesferas lipidicas obtenidas por el método C.

Rango de tﬂ:iﬁt;"(;ﬂﬁ

Codige " Minimo Maximo (=15
MLS-3C 1774 680,1 379,8 +£178,0
MLAP-1C 249.9 1312,0 5890,7 £322,7
MLAP-2C 1149 474 4 216,7 £106,7
MLAP-3C 99,38 455,1 230,6 £ 83,95
MLAP-5C 106,1 398,5 205,2 £ 79,61
MLAP-4C 152,7 380.,6 253,2+7793
MLD-1C 206,6 5939 369,1 £107,8
MLD-2C 1235 693,9 260,5+137,0
MLD-3C 131,5 4334 249,1 £105,3
MLC-1C 161,5 388.4 275,2+69,11
MLC-2C 1614 466,9 281,8 + 89,69
MLC-3C 175,9 536,0 292,5+104,8

En el caso del Aerosil® 200, se ha reportado que este excipiente tiene la capacidad de actuar
como agente aumentador de la viscosidad ©'~*9, lo que genera una disminucién en el tamafio de

las microparticulas.®" Este efecto se evidencié Gnicamente en los transportadores lipidicos del

método C.

Respecto al efecto de la crospovidona, a pesar de que no se encontré el uso de este excipiente
como parte de la formulacion de transportadores lipidicos, se podria atribuir el efecto en el
tamafio de particula a la misma razén descrita para el Aerosil® 200, ya que se ha estudiado la
capacidad de algunos superdesintegrantes (glicolato sddico de almiddn, croscarmelosa sédica y
crospovidona) como aumentadores de la viscosidad. Los desintegrantes al entrar en contacto
con un fluido adecuado, se hinchan y aumentan su tamafio. La absorcion del liquido_conduce a
un aumento de la concentracién efectiva de los solutos y a una disminucién del volumen de

fluido libre, lo cual reduce el movimiento del liquido y esto genera el aumento en la viscosidad.
(75)

A pesar de que ambos excipientes se adicionan originalmente en la fase orgéanica, se debe tomar
en cuenta que cierta cantidad logra pasar a la fase acuosa, donde al aumentar la viscosidad se
logra una mayor dispersion de la fase organica, formando globulillos mas pequefios que después
de la difusién de disolvente y enfriamiento van a generar microparticulas sélidas de menor

tamafio. El estudio de Quintanar-Guerrero ef al. demuestra que al preparar nanoparticulas de
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acido poli(DL-lactico) mediante la técnica de difusion de disolvente, el tamafio promedio de las

nanoparticulas disminuye conforme se aumenta la viscosidad de la fase externa. /%"

B.

AT

"u

Figura 9. Morfologia de las m1croesferas lipidicas obtenidas por el método A. A. MLS-1A. B. MLS-2A. C.
MLS-3A. D. MLAP-1A. E. MLAP-2A.
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Figura 10. Morfologia de las microesferas lipidicas obtenidas por el método B. A. MLS-3B. B. MLAP-1B. C.
MLAP-2B. D. MLAP-3B. E. MLD-1B. F. MLD-2B. G. MLD-3B. H. MLC-1B. I. MLC-2B. J. MLC-3B.

46



Figura 11. Morfologi de las microesferas lipidicas obtenidas por el método C. A. ML

2C. D. MLAP-3C. E. MLAP-4C. F. MLAP-5C. G. MLD-1C. H. MLD-2C. 1.

MLAP-

MLC-2C. L. MLC-3C.
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5.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Este ensayo se utiliza para medir la pérdida o ganancia de calor correspondiente a cambios
fisicos 0 quimicos en funcién de la temperatura. Esto permite estudiar el proceso de fusién y
cristalizacion de materiales cristalinos, como lo son las dispersiones de lipidos, los polimeros,

las nanoparticulas lipidicas, entre otros. 4%

La figura 12.A muestra las curvas de DSC obtenidas para las materias primas utilizadas en esta
investigacion. Es importante tener en cuenta que un descenso respecto a la linea base del
termograma, corresponde a un proceso endotérmico, mientras que un pico ascendente representa
una transicién exotérmica. Al observar las curvas de los componentes solidos de las matrices
estudiadas: PEG 6000 y MG, es posible observar en ambos casos un unico pico endotérmico a
aproximadamente 66 °C y 67 °C respectivamente. Este pico corresponde al punto de fusién de

dichos so6lidos.

Al analizar el comportamiento térmico del TCC en el rango de temperaturas estudiado, se
evidencia un descenso en el diferencial del flujo de calor a aproximadamente 194 °C. Esto se
puede relacionar con el proceso de ebullicion de la muestra, ya que se reporta que el punto de
ebullicion para este compuesto es cercano a los 200 °C. ™ En el caso del termograma
correspondiente al Albendazol puro, se observa un pico endotérmico a aproximadamente 219

°C, que se debe a la fusién del farmaco. 7

La figura 12.B muestra los termogramas correspondientes a los excipientes con que se
modificaron los transportadores lipidicos: Crospovidona y Aerosil® 200. Respecto al primero,
es posible apreciar d(_)ﬁ picos endotérmicos a 115 °C y 193 °C, temperaturas entre las que se
reporta que se da la transicion vitrea del compuesto. %) En relacion a la curva del Aerosil®
200, se observan dos picos endotérmicos a 70 °C y 147 °C, que se pueden relacionar con la

pérdida del agua presente en la muestra.®?
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Crospovidona y Aerosil® 200.
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La figura 13.A muestra las curvas de DSC correspondientes a los transportadores simples
obtenidos por el método A, los cuales permiten evaluar el efecto de la incorporacion de distintas
proporciones de un lipido liquido en el comportamiento térmico de la matriz. Al analizar los
termogramas es posible observar un primer pico endotérmico que corresponde al punto de fusion

de la mezcla de MG y PEG 6000 que conforma la matriz.

Al pasar de 0 % de TCC en la fase lipidica (MLS-1A) a 12,5 % (MLS-2A), se observa que el
pico se mantiene a la misma temperatura, de aproximadamente 63 °C. Sin embargo al aumentar
la concentracion de TCC a 25 % (MLS-3A), se registra un descenso en la temperatura de fusion
(59 °C). Es importante notar que conforme se aumenta la proporcion del lipido liquido, este
primer pico se vuelve mas amplio y menos pronunciado, lo que implica un descenso en la
cristalinidad de los componentes de la matriz; esto apoya el supuesto de que el aceite se

encuentra disperso molecularmente en la mezcla.®®

El descenso en el punto de fusion registrado al utilizar la concentracion mas alta de TCC, se
debe a que el punto de fusion de un compuesto disminuye cuando un segundo compuesto se
disuelve en el primero, lo que genera una alteracién de la pureza. El aumento de la amplitud del
pico, que también se puede ver como la disminucién de la temperatura a la que se empieza a dar
el proceso de fusion, se debe a la distorsion de la red cristalina que provoca la incorporacion del

lipido liquido en los materiales sélidos.®%3%7283)

Diferentes estudios demuestran que al formular transportadores lipidicos inicamente con lipidos
solidos, la formulaciéon presenta expulsion del principio activo durante el proceso de
almacenamiento, debido a una cristalizacién en curso que tiende a formar un cristal perfecto.
Por otro lado al incluir un lipido liquido, se obtiene una alteracion de la estructura cristalina que__
deja mayor espacio para la incorporacion del principio activo, evita la cristalizacion durante el

almacenamiento e impide la expulsién del formaco a largo plazo. %%

Al seguir analizando el termograma de los transportadores simples obtenidos por el método A,
se evidencia la desaparicion del pico caracteristico del proceso de fusion del Albendazol a 219
°C. Lo que se observa en las tres formulaciones es un pico endotérmico amplio antes de los 200
°C. La ausencia del pico endotérmico del principio activo se puede atribuir a la disolucion del
principio activo en la matriz fundida @**Y o a la pérdida de cristalinidad del farmaco, es decir

se vuelve un s6lido amorfo. G179
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El termograma correspondiente a la férmula con mayor proporciéon de TCC (MLS-3A) registra
un pico endotérmico a 110 °C que no se observa en las otras dos formulaciones. Se podria
plantear la hipétesis de que a esa temperatura se favorece el proceso de disolucion de una parte

del principio activo en la matriz fundida.

En la figura 13.B se encuentran los termogramas de las microesferas del método A, modificadas
con Aerosil® 200. El primer descenso en el diferencial del flujo de calor se da a
aproximadamente 66 °C en ambas formulaciones. Sin embargo es posible notar que al aumentar
la cantidad del excipiente de 2 % a 4 % (MLAP-1A y MLAP-2A respectivamente), el pico se
vuelve més pronunciado, es decir que consume mayor energia para darse el proceso de fusion

de la matriz.

Por otro lado, al igual que en los transportadores simples, se nota un pico amplio cercano a los
200 °C, relacionado con la fusion del principio activo. Se puede asumir un cambio en la
estructura cristalina del compuesto, dandose la aparicion del farmaco en estado amorfo, debido
a que la fusion se da a una menor temperatura y el pico es mucho més amplio y menos intenso

que el correspondiente al formaco puro. ¥
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Figura 13. Termogramas obtenidos por DSC para las microesferas lipidicas del método A.A. Microesferas
lipidicas simples. B. Microesferas lipidicas con agente formador de poros.
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La figura 14.A muestra el termograma de las microesferas simples producidas por el método B.
Es posible observar que se dan las mismas transiciones endotérmicas que se analizaron en los
transportadores del método A. En este caso la fusion de la matriz aparece a 62 °C y las
caracteristicas del pico correspondiente a la fusion del ABZ se mantienen, pues se presenta antes
de los 200 °C y es un pico amplio y menos intenso que el correspondiente a la materia prima,

caracteristico de la pérdida de cristalinidad del principio activo.

Respecto a la figura 14.B que muestra las microesferas modificadas con silice coloidal, es
posible notar que la fusion de la matriz en las tres formulas se da a los 63 °C aproximadamente.
Sin embargo las caracteristicas del pico varian, pues al aumentar la concentracion del excipiente,

se evidencia un aumento en la amplitud y profundidad del pico.

En el caso de la segunda transicién caracteristica, correspondiente al comportamiento térmico
del ABZ, las tres formulaciones presentaron diferencias. En el caso de la férmula con 2 % de
Aerosil® 200 (MLAP-1B), esta transicion es practicamente imperceptible. Como ya se ha
mencionado, esto se podria atribuir a la disolucion completa del farmaco en la matriz fundida o
a la pérdida de la cristalinidad.®>*"7 Al aumentar la concentracién del excipiente a 4 %
(MLAP-2B), el pico aparece a los 177 °C y es bien definido. Ademads en este caso se presenta
otro pico a aproximadamente 110 °C. Este Gltimo se observo en las microesferas MLS-3A. Al
utilizar la maxima concentracion de silice coloidal (MLAP-3B), el pico vuelve a tener las

mismas caracteristicas descritas para la transicion correspondiente en las microesferas simples.

La figura 15 muestra los termogramas de las microesferas del método B modificadas con
crospovidona y con una combinacién de Aerosil® 200 y crospovidona. Es posible notar que en
todos los casos se dan las dos transiciones caracteristicas que se han mencionado en esta seccion.
La transicion correspondiente a la fusion del ABZ, mantiene las mismas propiedades, al darse
en todos los casos antes de los 200 °C y se muestra como un pico amplio e indefinido. Es
importante destacar que en esta transicion también existe influencia de la ebulliciéon del TCC.
Por otro lado la transicion atribuida a la fusion de la matriz aumenta un poco la temperatura a la
que se da, respecto a las microesferas simples. Sin embargo, en todos los casos se da a
temperaturas cercanas a los 70 °C y no se evidencia una tendencia definida de acuerdo a la

concentracion de excipientes y su efecto en la fusion de la matriz.
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La figura 16.A muestra la curva de DSC obtenida para las microesferas simples del método C.
Se observa el mismo comportamiento discutido anteriormente, donde la primera transicién
endotérmica se da a los 74 °C y la segunda corresponde a un pico amplio antes de los 200 °C.
Se puede establecer que el hecho de incorporar el principio activo disuelto (método C) no altera

las propiedades térmicas de los transportadores obtenidos, respecto al uso del farmaco disperso
(métodos A y B).

Los termogramas obtenidos para las microesferas del método C modificadas con silice coloidal
se muestran en la figura 16.B. Es posible notar que a pesar de que se dan las transiciones
correspondientes a |a fusion de la matriz y del principio activo, el segundo descenso endotérmico
es menos pronunciado, casi inapreciable, al compararlo con los casos anteriores, lo que podria
implicar una mayor pérdida de la cristalinidad del principio activo. Esto explicaria los beneficios
observados en el desempefio de estas microesferas en los ensayos de disoluciéon. Ademas es
posible notar que para las microesferas modificas con 6 % y 7 % del excipiente (MLAP-3C y
MLAP-5C respectivamente) existe una tercera transiciéon endotérmica ubicada entre las dos
anteriores, a aproximadamente 110 °C. Este comportamiento ya se habia descrito en las
microesferas MLS-3A y MLAP-2B y se mantiene la hipétesis de que puede ser una temperatura
en la que aumenta considerablemente la solubilidad del principio activo en la matriz fundida,

por lo que se da un proceso de disolucién endotérmico.

En el caso de las temperaturas a las que se da la fusion de la matriz, se evidencia que al aumentar
la concentracion de Aerosil® 200 entre 2 %, 4 %, 6% y 7 % se da una disminucién en la
temperatura de fusion (69 °C, 65 °C, 62 °C y 61 °C respectivamente), mientras que al utilizar la
concentracion de 8 %, la fusion se da a 66 °C. Esta tendencia se relacionara con el efecto en el

mejoramiento de la velocidad de disolucidn en la seccion 5.6 Ensayos de disolucion.

La figura 17.A muestra los termogramas obtenidos para las microesferas del método C,
modificadas con crospovidona. Es posible apreciar que la fusion de la matriz se da a
aproximadamente 66 °C en las tres formulaciones, mientras que el descenso en el diferencial de
calor correspondiente a la fusién del ABZ mantiene las mismas caracteristicas, al mostrarse
antes de los 200 °C y ser un pico amplio y poco pronunciado. Estos termogramas no evidencian

un efecto relevante de la incorporacién del desintegrante en el comportamiento térmico de los

transportadores.
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Por altimo, la figura 17.B muestra las curvas de DSC correspondientes a las microesferas
modificadas con combinaciones de Aerosil® 200 y crospovidona, desarrolladas a partir del
método C. La féormula modificada con partes iguales de los excipientes (MLC-2C) muestra la
fusidn de la matriz a 67 °C y presenta dos ligeras transiciones endotérmicas cercanas a los 200°C.
Por otro lado las férmulas MLC-1C y MLC-3C presentan un comportamiento térmico similar.
La fusién de la matriz se da a aproximadamente 63 °C, presentan el pico caracteristico que se
ha observado para la fusiéon del ABZ antes de los 200 °C y ademas presentan un pico
endotérmico a 116 °C, que se podria relacionar con el mismo pico que se mencioné en algunas
de las formulas anteriores a los 110 °C, responsable de un proceso de disolucién endotérmico

del ABZ en la matriz fundida.
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5.4. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (IRTF)

La espectroscopia infrarroja se utiliza, entre muchas otras aplicaciones, para identificar

interacciones moleculares entre el principio activo y los excipientes. 70

La figura 18.A muestra el espectro IR del Albendazol puro. La banda de absorcién presente a
3324 cm™! corresponde al estiramiento del enlace N-H (ver figura 1). El pico registrado a 2957
cm’' se asocia con las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-H alifaticos. A 1711 cm
aparece la sefial correspondiente al estiramiento del enlace C=0O del grupo éster. 71$5%7) L ag
bandas de absorcién a 1632 cm™' y 1590 cm'! representan las vibraciones de estiramiento de los
enlaces C=C del anillo aromitico de la molécula. Se debe tomar en cuenta que a 1600 cm’’
existen vibraciones de flexion del enlace N-H, por lo que las bandas de absorcidn caracteristicas
del grupo aromatico se ven mas anchas e intensas de lo esperado. La absorcion por vibraciones
de flexion del enlace C-H se muestra a 1460 cm™ y 1441 cm’'. Las bandas de absorcién que
aparecen entre 1350 cm™ y 1000 cm™! corresponden a vibraciones de estiramiento del enlace C-
N.7185) Por tltimo, respecto al enlace sulfuro (C-S-C), se establece que el espectro infrarrojo

brinda poca informacién util. 3

Los demas espectros presentes en las figuras 18 y 19, corresponden a formulaciones del método
C, que se considera el método mds agresivo por incorporar el principio activo completamente
disuelto, ademas son muestras representativas respecto a las diferentes combinaciones de los
excipientes utilizados. Al observar los espectros, en general se puede notar que se mantienen
todas las bandas de absorcion descritas anteriormente para el principio activo, lo que indica que
no parecen existir interacciones quimicas entre el principio activo y los excipientes. Se puede
observar que la sefial a aproximadamente 3324 cm’! se vuelve un poco mas ancha respecto a la
original del espectro del ABZ, lo que se atribuye a las vibraciones de estiramientos del enlace

O-H presentes en el monoestearato de glicerilo y en el PEG 6000. "85

Otra diferencia encontrada en los espectros correspondientes a las formulaciones consiste en
dos picos intensos presentes a aproximadamente 2915 cm™ y 2849 cm™' que representan
estiramientos del enlace C-H de los excipientes. Ademas la sefial correspondiente al éster del
ABZ aparece a 1740 cm™', lo que se debe a las vibraciones de estiramiento de los enlaces C=0

del monoestearato de glicerilo y triglicérido de 4cido caprilico/céprico. (7139
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Al observar que los cambios en las bandas de absorcion se atribuyen a los grupos funcionales
caracteristicos de las materias primas, y como no se evidencia la aparicion de nuevas bandas de
absorcion que indiquen la formacion de compuestos de degradacién o productos de
interacciones quimicas, se puede afirmar que la interaccion molecular del PA con los excipientes

es de naturaleza fisica. ¢"-%
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5.5. Valoraciones

5.5.1. Microesferas lipidicas simples

La tabla 12 muestra los resultados del ensayo de valoracién de las microesferas lipidicas simples
obtenidas por los métodos A, B y C. Esta prueba permitié determinar la cantidad real de

Albendazol en la matniz.

Tabla 12. Valoraciones de microesferas lipidicas simples obtenidas por los métodos A, B y C.

Coédigo  Prueba Absorbancia e s Porcentaje.('le
— carga _ encapsulacién
Estandar 0,665 . :
1 0,597 61,30 83,70
MLS-1A 2 0,593 60,18 82,17
3 0,593 60,55 82,68
~ Promedio£DE  6068+057  8285+078
Estandar 0,645 - -
1 0,578 60,34 79,55
MLS-2A 2 0,570 59,24 78,10
3 0,580 60,85 80,22
Promedio£DE 60,14 +0,32 79,2941,08
Estandar 0,6385 - -
1 0,5488 57,70 82,52
MLS-3A 2 0,5612 57,72 82,56
3 0,5296 55,90 79,97
. Promedio + DE 57,11£1,04 81,68 + 1,48
Estandar 0,6694 . .
1 0,3068 31,75 86,28
MLS-3B 2 0,3103 32,08 87,16
3 0,3112 31,99 86,92
N PromedioxDE  3194%017  8679%045
Esténdar 0,6548 - :
1 0,2861 28,12 82,33
MLS-3C 2 0,2689 27,30 79,93
3 0,2693 26,79 78,45
—s Promedio % DE 2740£0,67  8024%1,96

Las microesferas simples obtenidas por el método A, permiten evaluar el efecto del TCC en el

porcentaje de encapsulacion, donde se logré evidenciar que la formula MLS-1A, al carecer de
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TCC, logré6 una mayor encapsulacion del firmaco. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa al comparar con las microesferas MLS-2A y MLS-3A, las cuales contienen 12,5
% y 25 % de TCC en la fase lipidica, respectivamente (Ver anexo 1). Ademas, al observar los
porcentajes de carga de estas microesferas, se observa como al aumentar la proporcion de TCC,

disminuye la carga de ABZ en la matriz.

Teéricamente se esperaba que al incrementar la proporcidn del lipido liquido, aumentaran los
porcentajes de carga y de encapsulacion del farmaco, ya que se establece que la incorporacion
de un lipido liquido a un lipido sélido puede perturbar el orden cristalino, generando
imperfecciones dentro de la red cristalina (esto se comprobé con el ensayo de DSC) que dejan
espacio para la incorporaciéon de moléculas del farmaco, lo cual conduce al aumento de la

capacidad de carga del principio activo en la matriz. (253

Este efecto no se ve reflejado en los resultados obtenidos en esta investigacion, lo cual se podria
atribuir a la incorporacién de polimeros hidrofilicos como parte de la matriz lipidica. El ABZ al
ser de naturaleza hidrofébica podria tener dificultad para interactuar con la matriz lipidica-
polimérica, lo que explicaria la ausencia de una tendencia clara en el porcentaje de carga y de

encapsulacion.

También se debe tomar en cuenta la alta concentraciéon de ABZ con que se cargan las
microesferas, lo cual podria generar una saturacion del sistema que no permite evidenciar el
efecto del lipido liquido en la capacidad de carga. Al comparar con otros estudios similares en
los que se comprueba el aumento de la capacidad de carga del principio activo al aumentar la
proporcion del lipido liquido en la matriz, se observa la obtencién de porcentajes de carga bajos.
Por ejemplo, en un estudio en que se formulan transportadores lipidicos nanoestructurados con
propionato de clobetasol aumentando el 4cido oleico de 0 % a 30 %, se reportan porcentajes de

encapsulacién de 47,67 % a 69,95 % y porcentajes de carga de 2,30 % a 3,50 %. %

Al analizar las microesferas simples obtenidas por los métodos B y C (tabla 12), se puede
observar que al agregar el ABZ disperso durante la produccion (método B), se logra un
porcentaje de encapsulacién del farmaco superior que cuando se agrega disuelto (método C),
diferencia que también es estadisticamente significativa (ver anexo 1). Al agregar el ABZ

disuelto, se facilita la difusion del principio activo hacia la fase acuosa durante el proceso de
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produccién, por lo que se observa una menor encapsulacion y carga del farmaco en los

transportadores.

5.5.2. Microesferas lipidicas con agente formador de poros.

Como se puede observar en la tabla 13, al incluir el Aerosil® 200 en la matriz de las microesferas
del método A, el porcentaje de encapsulacion de Albendazol se reduce respecto al porcentaje
obtenido en las microesferas lipidicas simples (tabla 12). El analisis de varianza de un factor,
con un 95 % de confianza, demostré que las diferencias entre los porcentajes de encapsulacion
de MLAP-1A, MLAP-2A y MLS-3A son estadisticamente significativas (ver anexo 2).

Tabla 13. Valoraciones de microesferas lipidicas con agente formador de poros, obtenidas por
el método A.

Cédigo Prueba Absorbancia 4o e Porcenta]e-c’ie
i oo i N e carga encapsulacion
Estandar 0,6516 - -
1 0,6065 62,27 63,52
MLAP-1A 2 0,5958 60,92 62,14
3 0,6024 61,85 63,09
- - Promedio + DE _ 61,68 + 0,69 62,92 0,71
Estandar 0,6590 - -
1 0,5584 58,34 72,98
MLAP-2A 2 0,5493 55,71 69,70
3 0,4993 52,25 65,36
Promedio + DE 55,43 +3,05 6935£3,82

En la tabla 14 se muestran los resultados de los porcentajes de carga y de encapsulaciéon de ABZ
de las microesferas modificadas con Aerosil® 200 obtenidas por el método B. En este caso, los
datos no permiten establecer una tendencia clara sobre el efecto de la incorporacién de Aerosil®
200. Sin embargo se puede mencionar que son altos porcentajes de encapsulacién, lo que
evidencia una pérdida pequefia de ABZ durante el proceso de produccién utilizado en este

método.
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Tabla 14. Valoraciones de microesferas lipidicas con agente formador de poros, obtenidas por

el método B.
Codigo Prueba Absorbancia Forcentajede Porcenta‘]e'tile
e N - carga __encapsulacion
Estéandar 0,6554 - -
1 0,2977 31,41 87,05
MLAP-1B 2 0,3051 31,53 87.36
3 03013 3183 . 8820
= ~ Promedio + DE 31594022  87,54+0,60
Estandar 0,6565 - -
1 0,2907 30,30 82,67
MLAP-2B 2 0,3035 31,83 86,83
3 0,3023 375 86,61
Promediox DE 31,294 0,86 8537 +2,34
Esténdar 0,6554 5 :
] 0,3256 33.42 92,84
MLAP-3B ? 0,3166 33,88 94,10
3 033711 .....3&1 94,75
Promedio = DE 33,80+ 0,35 93,90 0,97

En el caso de la tabla 15, correspondiente a las microesferas obtenidas por el método C, se

puede observar como el porcentaje de carga de ABZ disminuye al aumentar la cantidad de

agente formador de poros en la matriz. Sin embargo, al analizar la formula con mayor

cantidad de Aerosil® 200 (8%, formula MLAP-4C), se observa un aumento en el porcentaje

de ABZ que contiene. Las diferencias son estadisticamente significativas, excepto la

comparacién entre MLAP-1C, MLAP-4C y MLS-3C (ver figura 20 y anexo 3). Respecto al

porcentaje de encapsulacion, no se logra evidenciar un comportamiento claro respecto al

efecto del Aerosil® 200.
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Tabla 15. Valoraciones de microesferas lipidicas con agente formador de poros. obtenidas por

el método C.
Codigo Prueba Absorbancia

Estandar 0,6577
1 0,2574
MLAP-1C 2 0,2515
3 0,2661

~ Promedio=DE
Estandar 0,6504
1 0,2330
MLAP-2C 2 0,2434
3 0,2279

— _ Promedio + DE

Estandar 0,6577
1 0,2061
MLAP-3C 2 0,2027
3 0,1981

i Promedio  DE
Estandar 0,6828
1 0,1678
MLAP-5C 2 0,1817
3 0,1906

~ Promedio%DE
Estandar 0,6828
1 0,2547
MLAP-4C 2 0,2603
3 0,2595

[ Promedio + DE

Porcentajede  Porcentaje de
carga encapsulacion
26,56 73,61
26,76 74,17
28,01 77,61
27,11 £0,79 15,13 £2,17
2440 75,98
25,34 78,90
23,85 74,26
24,53 0,75 76,38 235
21,72 78,78
20,83 75,55
20,96 76,04
21,17+0,48 76,79+ 1,74
17,44 69,59
19,14 76,37
19,92 79,50
18,83 1,27 75,15+ 5,07
26,23 81,27
26,84 83,18
27,22 84,32
26,76 + 0,50 8292+ 1,54
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Figura 20. Porcentaje de carga de Albendazol en las microesferas lipidicas con agente formador de poros,
obtenidas por el método C (n=3). * p < 0,05 al comparar entre todos los grupos.

A pesar de que no todos los resultados obtenidos para las microesferas modificadas con Aerosil®
200 demuestran una disminucidn de los porcentajes de carga y de encapsulacién del principio
activo estudiado, se podria pensar que lo esperable seria notar un descenso de estos porcentajes
al aumentar la proporcion de Aerosil® 200, ya que este compuesto estaria ocupando el espacio

que originalmente era exclusivo para el farmaco.

De modo general, se establece que la incorporacién de adsorbentes como silice coloidal,
estearato de magnesio y talco, disminuye el tamafio de particula de las microesferas lipidicas,
lo cual aumenta el 4rea superficial y esto conlleva a un aumento del contacto entre las
microesferas y la fase acuosa, que genera un incremento en la cantidad de farmaco que pasa a
la fase acuosa, disminuyendo la cantidad de principio activo en la matriz. ©®* Al comparar este
supuesto con los resultados de tamafio de particula obtenidos para las microesferas modificas
con Aerosil® 200, solamente se logré disminuir el tamafio en el caso de las microesferas del
método C, por lo que se comprueba que al lograr disminuir el tamafio de particula adicionando

silice coloidal, se produce una disminucién en el porcentaje de carga de ABZ de las
microesferas.
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5.5.3. Microesferas lipidicas con agente desintegrante.

Al afadir un agente desintegrante, como la crospovidona, en diferentes proporciones en la
matriz de las microesferas obtenidas por el método B, no se observa un efecto relevante en los
porcentajes de carga y de encapsulacion al comparar con las microesferas simples (MLS-3B),

ni al comparar entre las tres formulaciones producidas. Estos resultados se observan en la tabla
16.

Tabla 16. Valoraciones de microesferas lipidicas con agente desintegrante, obtenidas por el

método B.
Codigo Prueba Absorbancia Eorcentajede Porcentaje-c'ie
: .- __carga encapsulacion
Estandar 0,6525 - -
1 0,3168 32,61 86,21
MLD-1B 2 0,3132 32,85 86,82
3 0,3125 31,97 8450
~ Promedio + DE 32,48 0,45 85,84+ 1,20
Estandar 0,6696 - -
1 0,3101 31,96 85,76
MLD-2B 2 0,3099 32,19 86,38
3 0,3117 32,42 87,02
~ Promedio+DE 32,19 :|:0,23 : 86,39_i 0,_23
Estiandar 0,6696 - -
I 0,3178 32,35 91,40
MLD-3B 2 0,3107 32,02 90,45
3 0,3040 31,33 88,50
Promedio + DE 31,90 £ 0,52 90,12 + 1,48

En el caso de la incorporacion de crospovidona en las microesferas producidas a partir del
método C, al comparar el porcentaje de carga del farmaco en las microesferas simples (MLS-
3C), con los obtenidos en las tres formulaciones (tabla 17), se evidencia una disminucién de la
carga de ABZ en las microesferas, siendo la diferencia estadisticamente significativa (ver anexo
4). A pesar de que al observar los porcentajes de encapsulacion también se ve una disminucion
respecto a las microesferas simples correspondientes, la diferencia inicamente es significativa
al comparar entre MLS-3C y MLD-1C (ver anexo 5). Al evaluar las diferentes concentraciones
de crospovidona utilizadas, no se evidencia una tendencia clara en el efecto de la concentracién

del excipiente en los porcentajes discutidos para las tres formulaciones.
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Tabla 17. Valoraciones de microesferas lipidicas con agente desintegrante, obtenidas por el

método C.
Codigo Prueba Absorbancia Forcentaje de Foreenta) e.t?e
S _carga encapsulacion
Estandar 0,6560 : -
1 0,2304 24,77 73,04
MLD-1C 2 0,2261 24,56 72,41
3 0,2287 24,57 72,45
= _ Promedio + DE 24,63 £0,12 72,63 +0,35
Estandar 0,6504 ’ "
1 0,2467 26,05 77,38
MLD-2C 2 0,2481 26,50 78,74
3 0,2467 26,20 77,82
= Promedio # DE 26252023 77,984 0,69
Estandar 0,6446 . -
1 0,2408 24,97 7721
MLD-3C 2 0,2522 25,69 79,43
3 0,2441 25,58 79,10
Promedio + DE 25,41£0,39 78,58 % 1,20

5.5.4. Microesferas lipidicas con combinacion de agente formador de porosy
desintegrante.

Al modificar la matriz original del método B con una combinacién de Aerosil® 200 y

crospovidona, se obtuvieron los porcentajes de carga y de encapsulacion registrados en la tabla

18. Se puede observar que el mayor porcentaje de carga de ABZ se obtuvo al utilizar la

proporcion Aerosil:Crospovidona 75:25 (MLC-3B), incluso fue superior al compararlo con las

microesferas simples (MLS-3B); esta diferencia fue estadisticamente significativa (ver anexo
6). S

Respecto al porcentaje de encapsulacion, se observa que al utilizar uno de los dos excipientes
en proporcién 75:25 respecto al otro, se obtienen porcentajes de encapsulacion superiores que

el correspondiente a las microesferas simples (p < 0,05; ver anexo 7).
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Tabla 18. Valoraciones de microesferas lipidicas con combinacién de agente formador de
poros y desintegrante, obtenidas por el método B.

Porcentaje de  Porcentaje de

Codigo Prueba Absorbancia i
i, k ~carga encapsulacién
Estandar 0,6455 = -
1 0,3224 3143 92,79
MLC-1B 2 0,3170 31,69 93,56
3 0,3116 31,85 94,05
~ Promedio+ DE 31,66£021  93,470,64
Estandar 0,6296 - -
] 0,2812 29,07 81,92
MLC-2B 2 0,3010 29,75 83,83
3 0,2932 30,22 85,17
:  Promedio + DE 29,68 % 0,58 83,64 £ 1,63
Estandar 0,6296 - -
1 0,3302 34,13 90,04
MLC-3B 2 0,3521 35,69 94,19
3 0,3295 33,99 89,69
P_rOmedE9 +DE 34,60+ 0,94 91 _,3_1 d:_2_,5_0ﬁ_

Por altimo, respecto a las valoraciones, la tabla 19 muestra los resultados de los porcentajes de
carga y de encapsulacion de ABZ en las microesferas del método C, modificadas con
combinaciones de Aerosil® 200 y crospovidona. La diferencia mas relevante se da en el
porcentaje de encapsulacion, donde las tres formulaciones superan al porcentaje de

encapsulacién obtenido con las microesferas simples MLS-3C (p < 0,05; ver anexo 8).
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Tabla 19. Valoraciones de microesferas lipidicas con combinacion de agente formador de

poros y desintegrante, obtenidas por el método C.

Absorbancia

Caodigo Prueba

Estiandar 0,6740
1 0,2386
MLC-1C 2 0,2471
3 0,2464
B Promedio + DB_ _
Estandar 0,6714
1 0,2590
MLC-2C 2 0,2642
3 0,2626

Promedio £ DE
Estandar 0,6714
1 0,2414
MLC-3C 2 0,2367
3 0,2276

Promedio + DE

5.6. Ensayos de disolucién

5.6.1. Albendazol materia prima

Porcentaje de

Porcentaje de

carga encapsulacién
25,14 84,72
26,04 87,74
25,91 87,32
2570049  86,59%1,64
27,36 88,99
27,87 90,67
2727 88,71
27,50 +0,32 89,46 £ 1,06
23,85 86,20
2328 84,16
24,09 87,04
23,74+042 8580148

La tabla 20 muestra el resultado de la prueba de disolucién de Albendazol como materia prima

y el Albendazol mezclado con 3 % de Laurilsulfato de sodio (LSS). El andlisis estadistico

demostré que con un 95 % de confianza, existen diferencias significativas en el porcentaje de

disolucién de ABZ obtenido al utilizar la materia prima con y sin tensioactivo (ver anexo 9),._

viéndose mas favorecida la disolucién cuando se mezcla el principio activo con el LSS.
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Tabla 20. Ensayos de disolucion de Albendazol materia prima (ABZ) y Albendazol materia
prima con laurilsulfato de sodio al 3% (ABZ-LSS).

Porcentaje de disolucién

_ C_odngo Muestra Absorbincm a los 30 minutos (Qx)

Estandar 0,6507 -

1 0,0092 1,44

ABZ 2 0,0068 1,03

3 0,0129 2,02

o Promedio+DE I, 1,50+0,50

Estandar 0,6379 -

1 0,0701 10,97

ABZ+LSS 2 0,0942 14,88

3 0,0548 8,51

Promedio + DE 11,45:£321

Esta comparacién se llevé a cabo debido a que fue necesario mezclar las microesferas obtenidas
con 3 % de LSS para facilitar su incorporacion en el medio de disolucion, por lo que era
necesario determinar el efecto en el mejoramiento de la disolucién de ABZ proporcionado por
el tensioactivo. A partir de esto, al analizar los resultados de las formulaciones en los ensayos
de disolucién, los beneficios observados en este parametro, se¢ van a poder atribuir
exclusivamente a la formulacion, Unicamente en los casos en que la diferencia sea
estadisticamente significativa respecto a la cantidad de ABZ disuelto que se obtuvo con la

mezcla del principio activo y el tensioactivo.

5.6.2. Microesferas lipidicas simples

Las microesferas lipidicas simples obtenidas por el método A, permitieron evaluar el efecto que
tenia la proporcién de TCC en el porcentaje de disolucion de ABZ a los 30 minutos (tabla 21).
La figura 21 muestra graficamente que al aumentar a un 25 % la proporcién de TCC en la fase
lipidica (férmula MLS-3A), se logra un aumento estadisticamente significativo en la cantidad
de ABZ disuelto a los 30 minutos (Q30), respecto a la materia prima y las otras microesferas con
menor proporcién de TCC (ver anexo 9). A partir de esto fue que se decidié llevar a cabo el
desarrollo de los métodos B y C, asi como las modificaciones con agente formador de poros y

desintegrante tomando como base la proporcion de 25 % de TCC en la fase lipidica de la matriz.
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Tabla 21. Ensayos de disolucion de las microesferas lipidicas simples obtenidas por el método

A.
- : Porcentaje de disolucion
Codigo Muestra Absurlfl?clf\ _ alos 30 minutos (Qx)
Estandar 0,6640 -
1 0,0467 7,22
MLS-1A 2 0,0516 7,97
3 0,0382 5,94
Promedio + DE 7042103
Estandar 0,7000 -
1 0,0700 10,98
MLS-2A 2 0,0810 12,68
3 0,0900 14,07
=y Promedio + DE 12,58+1,55
Estandar 0,6640 -
1 0,2019 31,03
MLS-3A 2 0,1895 28,96
3 0,1789 28,14
ol ) Promedio £ DE o _29&!_3 +1,50
40+
=
®
2 *
= 30+ s
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Figura 21. Porcentaje de Albendazol disuelto a los treinta minutos. Microesferas lipidicas simples obtenidas por
el método A (n=3). * p < 0,05 al comparar con todos los grupos.

Al igual que como se mencioné en el caso del porcentaje de carga y de encapsulacion de las
microesferas simples del método A, la incorporacién de un lipido liquido en la matriz sélida,

provoca que los transportadores se vuelvan imperfectos, lo cual en este caso facilita la liberacion
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del faormaco cargado en la matriz."? Este supuesto se comprobd mediante la prueba de
calorimetria, donde se obtuvo que al agregar el lipido liquido a la matriz, se registraba un
descenso del punto de fusion y aumentaba la amplitud del pico, lo que seiiala alteraciones en la
estructura cristalina de la matriz.

En el método de difusion de disolvente para la produccion de los transportadores lipidicos,
durante el proceso de enfriamiento, al tener el lipido sélido un punto de fusién mas alto que el
lipido liquido, puede cristalizar primero formando un pequefio nicleo libre de lipido liquido,
por lo que la mayor parte del TCC va a estar ubicado en la capa exterior de los transportadores.
Como el farmaco tiende a ser més soluble en el lipido liquido, esta capa externa va a poseer una
carga mayor de farmaco que puede ser mas facilmente liberado por difusion o erosion de la
matriz. 3

Al evaluar el desempefio en el ensayo de disolucién de los transportadores lipidicos simples
obtenidos por los tres métodos (tabla 21 y 22), se determind que los correspondientes al método
C (MLS-3C) tuvieron un mayor Q3o al comparar con ABZ, ABZ+LSS y las microesferas
simples obtenidas por los métodos A y B. Esta diferencia fue estadisticamente significativa, al

obtenerse valores de p inferiores a 0,05 para todos los casos (figura 22, anexo 10).

Tabla 22. Ensayo de disolucién de las microesferas lipidicas simples, obtenidas por los

métodos B y C.
s =y g Porcentaje de disoluci;
Cédigo Mu‘ftf Absorbancia a los 30 minutos (Qx)
Estandar 0,6621 -
1 0,0664 10,33
MLS-3B 2 0,0691 10,70
3 0,0694 10,75
- Promedio£DE ~10,590.23 v
Estandar 0,6506 -
1 0,2323 36,48
MLS-3C 2 0,2330 36,38
3 0,2258 35,54
~ Promedio = DE 36,13 £ 0,52
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Figura 22. Porcentaje de Albendazol disuelto a los treinta minutos. Microesferas lipidicas simples obtenidas por
los métodos A, By C (n=3). * p<0,05 al comparar entre todos los grupos. * p < 0,05 al comparar con
ABZ+LSS. " p< 0,05 al comparar con MLS-3A. ¥ p < 0,05 al comparar con MLS-3C

Al utilizar el principio activo completamente disuelto, cuando se da el proceso de difusion de
disolvente, las moléculas del farmaco van a tener mayor movilidad, lo que va a permitir que
aumente la concentracion del farmaco en la capa externa del transportador, y esto justificaria el
aumento en la cantidad de farmaco disuelto a los treinta minutos que se obtuvo con las

microesferas simples del método C.

Es importante agregar el papel del PEG 6000 en la liberacion del principio activo. Inicialmente
el objetivo primordial por el que se incorpord este polimero en la matriz, fue para alterar la
densidad de las microesferas y facilitar su incorporacion en el medio de disolucion, ya que al

formularlas solamente con lipidos tendian a flotar en el medio, lo cual dificultaba la liberacion

del farmaco.

Herrmann et al investigaron el efecto de la adicién de PEG 6000 en la liberacién de proteinas
desde implantes lipidicos, y lograron determinar que al aumentar el contenido del polimero, se
incrementaba la liberacion de la proteina analizada. Al estudiar la morfologia de los implantes
antes y después de la exposicién al medio de disolucién, pudieron concluir que al inicio los
implantes eran muy densos y poco porosos, mientras que después del ensayo de disolucion, la
porosidad aumentaba significativamente. Este fendmeno lo atribuyeron a la solubilidad del PEG
en agua ®). A partir de esto, se podria determinar que al incorporarse PEG 6000 en los

transportadores lipidicos, una vez que estos se exponen al medio de disolucién, el PEG comienza
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a disolverse, lo cual favorece la degradacion de la matriz, aumentando su porosidad y facilitando

la difusién del ABZ al medio de disolucion.

5.6.3. Microesferas lipidicas con agente formador de poros.

La primera modificacion realizada a las microesferas lipidicas del método A, consistié en
agregar un agente formador de poros a la matriz original. Los resultados correspondientes al
ensayo de disolucion se observan en la tabla 23. Al evaluar el desempefio en la disolucién, se
obtuvo una disminucién en el Q3 obtenido para las microesferas modificadas con Aerosil® 200
respecto a los transportadores simples MLS-3A (p < 0,05; ver anexo 11). Incluso las
microesferas lipidicas con Aerosil® 200 no logran superar satisfactoriamente el resultado del
ensayo de disolucion del Albendazol mezclado con el tensioactivo, lo que significa que la matriz

no libera el farmaco rapidamente. Esta comparacion se muestra en la figura 23.

Tabla 23. Ensayo de disolucidn de las microesferas lipidicas con agente formador de poros,
obtenidas por el método A.

Porcentaje de disolucion

(_kfdl_go _Ee_sfra Absorbéfc1a a Jos 30 m_ir_lu tos (Q30)
Estandar 0,6368 -
1 0,0795 12,82
MLAP-1A 2 0,0821 13,04
3 0,0768 12,28
~ Promedio+DE  1271%039
Estandar 0,6368
1 0,0999 T
MLAP-2A 2 0,1030 e
3 0,1147 - . 1630
= A el L5221 S e
Promedio * DE  16,69% 1,19
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Figura 23. Porcentaje de Albendazol disuelto a los treinta minutos. Microesferas lipidicas con agente formador
de poros, obtenidas por el método A (n=3). * p <0,05 al comparar entre todos los grupos. * p < 0,05 al comparar
con MLS-3A." p < 0,05 al comparar con MLAP-2A

Al afiadir el Aerosil® 200 a las microesferas del método B (tabla 24), no se observé ninguna
diferencia significativa en el ensayo de disolucion respecto a las microesferas simples, las cuales
tampoco mejoraron la velocidad de disolucion respecto al ABZ con tensioactivo. Este

comportamiento se observa en la figura 24.
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Tabla 24. Ensayos de disolucion de las microesferas lipidicas con agente formador de poros,
obtenidas por el método B.

Porcentaje de disolucién

_ Cédigo Mut:sm_n Absorbin_m_a_ ~alos 30 minutos (Qx)
Estandar 0,6575 -
1 0,0833 13,17
MLAP-1B 2 0,0837 13,30
3 0,0822 12,98
e __ Promedio£DE 13152016
Estandar 0,6621 -
1 0,0699 10,82
MLAP-2B 2 0,0735 11,44
3 0,0718 11,21
— e e tONEdiO S DE BRSO O
Estandar 0,6507 -
1 0,0793 12,39
MLAP-3B 2 0,0797 12,47
3 0,0824 12,83
_ Promedio*DE  12,56+023
20~
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Microesferas lipidicas con agente formador de poros

Figura 24. Porcentaje de Albendazol disuelto a los treinta minutos. Microesferas lipidicas con agente formador
de poros, obtenidas por el método B (n=3). * p <0,05 al comparar con todos los grupos.
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Por otro lado, al incluir el agente formador de poros en las microesferas del método C, se

observ6 un comportamiento interesante en el porcentaje de disolucidn obtenido a los 30 minutos
(tabla 25). Al incluir el Aerosil® 200 en concentraciones de 2 %, 4 % y 6 % (MLAP-1C, MLAP-

2C y MLAP-3C, respectivamente), se observa un aumento en el Q3o, mientras que al utilizar

concentraciones de 7 % y 8 % (MLAP-5C y MLAP-4C, respectivamente), el Qso empieza a

disminuir respecto al méximo alcanzado. El analisis de varianza demostré que las diferencias

son estadisticamente significativas al comparar entre todos los grupos (figura 25; anexo 12).

Tabla 25. Ensayos de disolucion de las microesferas lipidicas con agente formador de poros,
obtenidas por el método C.

Cédigo

MLAP-1C

MLAP-2C

MLAP-3C

MLAP-5C

MLAP-4C

Porcentaje de_dlsolucaon

Muestra z?bsorbancna a !os 30 minu 'f?s (_Q3 0_)_
Estandar 0,6462 -
1 0,1267 20,14
2 0,1239 19,69
3 0,1258 19,99
" Promedio il:_DE e l9_2i£9,_23
Estandar 0,6487 :
1 0,3651 58,23
2 0,3796 60,26
3 0,3798 60,44
= Promedio + DE_ 59,64 + _l_,_23
Estandar 0,6462 -
1 0,5464 87,29
2 0,5339 85,50
3 0,5316 85,08
P_r_(lmgdig +DE 85,96+ 1,17
Estandar 0,6664 -
1 0,4851 76,71
2 0,4869 77,25
3 0,4836 76,64
Promedio + DE 76,87+ 0,33
Estandar 0,6664 -
1 0,4446 70,60
2 0,4468 70,68
3 0,4231 67,34
Promedio£DE 69,54 % 1,91
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Figura 25. Porcentaje de Albendazol disuelto a los treinta minutos. Microesferas lipidicas con agente formador
de poros, obtenidas por el método C (n = 3)."p < 0,05 al comparar entre todos los grupos.

Al integrar los resultados obtenidos en la DSC con el desempeiio de estos transportadores, se
logra identificar una relacion inversa entre la temperatura de fusion de la matriz y el porcentaje
de disolucion de Albendazol a los 30 minutos, para los transportadores modificados con
concentraciones de Aerosil® 200 de 2 %, 4 %, 6 % y 7 % (ver tabla 26 y figura 26). A partir de
esto es posible establecer que para el caso de las microesferas del método C modificadas con
silice coloidal en concentraciones de 2 % a 7 %, existe una relacion inversa entre la temperatura
de fusién de la matriz y el porcentaje de disolucion del farmaco conforme se aumenta la
concentracion del excipiente en la matriz. A pesar de que con la concentracion de 7 % se sigue
dismifiayendo la temperatura de fusion, no se observa el aumento en el Qso. En el caso de la
incorporacion del excipiente al 8 %, se pierde la tendencia observada para las dos variables.
Esto se podria atribuir a la adicién de un exceso de Aerosil® 200 que satura el sistema y altera

las caracteristicas de liberacion.
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Tabla 26. Relacién del porcentaje peso/peso de Aerosil® 200 con la temperatura de fusién de
la matriz y el porcentaje de disolucién de ABZ.

Porcentaje peso/peso Temperatura de Porcentaje de
Cédigo ; Pv.‘c pe fusion de la matriz  disolucion a los 30
de Aerosil* 200 )

— (°O) ~ minutos (Q30)
MLAP-1C 2 69 19,94
MLAP-2C 4 o e
MLAP-3C 6 62 85.96
MLAP-5C 7 61 76.87
MLAP-4C 8 g .54

i 100
N @ "
£ 69 .
E * q
5 68 ‘ 0 3
E 67 . 3
£ 66 o o ;E
® :
2965 @ o o
5 - ;=
: -2
3 63 22 o
E ] 5
g 62 ® 5 §
. . |n

60 4

Porcentaje peso/peso de Aerosil (%)

Figura 26. Relacién del porcentaje peso/peso de Aerosil® con la temperatura de fusion de la matriz y el
porcentaje de disolucion de ABZ.

A pesar de que en los métodos A y B no se logra determinar ningun beneficio en la velocidad
de disolucion al incorporar Aerosil® 200 en los transportadores estudiados, se establece que este
excipiente tiene la capacidad de disminuir el tamafio y la aglomeracién de las particulas, por lo
que aumenta el area superficial, lo que conlleva a un incremento en la interaccién de los
transportadores con el medio de disolucion, favoreciendo la difusién del farmaco a dicho medio.
(53) Este efecto se evidencia en los resultados obtenidos para el método C, donde el Aerosil® 200

representd un beneficio en el desemperio de las microesferas, 1o que se comprueba con lo
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mencionado en la seccién de morfologia y tamafo de particula, donde las microesferas
producidas por el método C y modificadas con silice coloidal, registraron disminuciones en el
tamafio de particula, respecto a las microesferas simples correspondientes.

Ademas, se debe tomar en cuenta que el Aerosil® 200, al ser de naturaleza hidréfila, va a tender
a hidratarse, ®” por lo que al estar disperso en la matriz del transportador, facilitaria su
hidratacién, y al aumentarse el contacto del transportador con el medio de disolucién, se
favorece la difusion del principio activo. La humectacion de las microparticulas también es
favorecida por la capacidad del excipiente de formar un transportador de superficie porosa, que

facilita la entrada de fluidos a la matnz.

5.6.4. Microesferas lipidicas con agente desintegrante.

La incorporacién de un agente desintegrante se llevé a cabo para los métodos B y C. De igual
manera que en el caso del Aerosil® 200 en las microesferas del método B, la crospovidona no
logré mejorar la velocidad de disolucion de ABZ respecto a las microesferas simples
correspondientes, ni al compararlo con la mezcla de ABZ y tensioactivo. Los resultados se
muestran en la tabla 27 y en la figura 27.

Tabla 27. Ensayos de disolucién de las microesferas lipidicas con agente desintegrante,
obtenidas por el método B.

4 . Porcentaje de disolucién
Codigo Muestra Absorbancia 2108 30 mintos (O}

Estandar 0,6646 -
1 0,0780 12,20
MLD-1B 2 0,0801 12,66
3 0,0832 13,02
. — Promedio + DE 12632041
Estandar 00,6646 -
1 0,0781 12,19
MLD-2B Z 0,0753 11,74
3 0,0723 11,27
X ~ PromedioxDE  11,73%046
Estandar 0,6575 -
1 0,0790 12,55
MLD-3B 2 0,0810 12,78
3 0,0813 12,88
Promedio + DE : . i2,?4 +0,17
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Figura 27. Porcentaje de Albendazol disuelto a los treinta minutos. Microesferas lipidicas con agente
desintegrante, obtenidas por el método B (n = 3). * p <0,05 al comparar con todos los grupos.

En la tabla 28 se observa que al agregar Crospovidona en concentraciones de 4 % y 6 % ala
férmula de las microesferas del método C (MLD-2C y MLD-3C, respectivamente), se logr6
mejorar de manera significativa la cantidad de ABZ disuelto a los 30 minutos. Al utilizar la
concentracién de 2 % (MLD-1C), no se logré mejorar el porcentaje de disolucién obtenido con

las microesferas simples (figura 28; anexo 13)

Como la diferencia entre las microesferas producidas con 4 % y 6 % del desintegrante no fue
estadisticamente significativa, no se logra identificar una tendencia en el efecto de la

concentracion de crospovidona en la velocidad de disolucion.
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Tabla 28. Ensayos de disolucion de las microesferas lipidicas con agente desintegrante,
obtenidas por el método C.

Porcentaje de disolucion

Coédigo rlistl-'a Ahsorbanfl-a a Jos 30 minutos (Qs)
Estandar 0,6736 -
1 0,1721 26,85
MLD-1C 2 0,1747 27,31
3 0,1802 28,24
~ Promedio+DE  2747%0,71
Estandar 0,6487 -
1 0,3655 58,24
MLD-2C 2 0,3635 57,39
3 0,3628 57,68
Promedio+DE B _S?_',:,’:}' £043
Estandar 0,6407 i
1 0,3577 56,43
MLD-3C 2 0,3527 55,89
3 0,348 54,98
B Sy Promedio + DE 55,77+0,73 =l !
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Microesferas lipidicas con agente desintegrante

Figura 28. Porcentaje de Albendazol disuelto a los treinta minutos. Microesferas lipidicas con agente
desintegrante, obtenidas por el método C (n = 3). " p < 0,05 al comparar entre todos los grupos.
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A pesar de que la crospovidona no demostré ningiin beneficio al utilizarla en los transportadores
del método B, tedricamente es posible explicar el beneficio observado en las microesferas
obtenidas por el método C. Basandose en que la liberacion del farmaco desde los transportadores
disefiados en esta investigacion se puede dar por difusién y/o por erosién de la matriz ¢, y
tomando en cuenta que la crospovidona funciona como desintegrante por su capacidad de
hinchamiento, porosidad y accién capilar ®*57) se podria pensar que al obtenerse
transportadores lipidicos con crospovidona dispersa en su estructura, al entrar en contacto con
el medio de disolucién, la crospovidona va a promover la erosion de la matriz al hincharse y va
a facilitar la penetracion del liquido en la microesfera, esto debido a la accion capilar del
excipiente, lo que explicaria el mejoramiento en la velocidad de disolucion observado. Ademas,
retomando lo discutido en la seccion de morfologia y tamafio de particula, el uso de una
concentracién alta de crospovidona (6 %), generé una disminucion en el tamafio de particula, lo
que implica un aumento del area superficial, por lo que aumenta el contacto con el medio de

disolucién y se incrementa la difusion del principio activo desde la matriz.

5.6.5. Microesferas lipidicas con combinacion de agente formador de poros y
desintegrante.

Al igual que en la incorporacién individual de Aerosil® 200 y crospovidona, €l uso en conjunto
de ambos excipientes en diferentes proporciones en las microesferas del método B, no logré
mejorar la velocidad de disolucién respecto a las microesferas simples del mismo método, ni al

comparar con la mezcla de ABZ con el tensioactivo (ver tabla 29 y figura 29).

87



Tabla 29. Ensayos de disolucién de las microesferas lipidicas con combinacién de agente

formador de poros y desintegrante, obtenidas por el método B.

Porcentaje de disolucion

Codigo Muestra Absorbancia a Jos'30 minutos (Q3)
Estandar 0,6472 -
1 0,0782 11,24
MLC-1B 2 0,0784 11,28
3 0,0781 11.21
a o HOERAOEDE L0
Estandar 0,6472 -
1 0,0820 12,91
MLC-2B 2 0,0847 13,30
3 0,0812 12,77
_ Promedio£DE 12,99£027
Estandar 0,6379 -
1 0,0660 10,41
MLC-3B 2 0,0694 11,01
3 0,0649 10,29
b Promedio + DE 10,57 + 0,39
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Microesferas lipidicas con combinacion de agente formador de poros y desintegrante

Figura 29. Porcentaje de Albendazol disuelto a los treinta minutos. Microesferas lipidicas con combinacion de
agente formador de poros y desintegrante, obtenidas por el método B (n = 3). * p < 0,05 al comparar entre todos

los grupos.
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Por otro lado, al introducir la combinacién de dichos excipientes en los transportadores
obtenidos por el método C, se logré aumentar la cantidad de ABZ disuelto a los treinta minutos,
al comparar con las microesferas simples y el ABZ con tensioactivo (p < 0,05; ver anexo 14).
Sin embargo no se lograron determinar diferencias entre las distintas proporciones de las
combinaciones de excipientes utilizadas y su efecto en la disolucion del farmaco. Estos

resultados se muestran en la tabla 30 y figura 30.

La figura 30 también muestra la comparacion al sustituir la formula basica de las microesferas
con 6 % de los agentes modificadores estudiados, ya sea de manera individual o la combinacién
de ambos excipientes. Es posible observar que los porcentajes de ABZ disuelto a los treinta
minutos obtenidos con la combinacién de excipientes son significativamente superiores respecto
al resultado obtenido al utilizar la misma proporcién de crospovidona de forma individual

(MLD-3C). Mientras que el uso de Aerosil® 200 al 6 % (MLAP-3C) da mejores resultados en

el ensayo de disolucion respecto a los casos anteriores.

Ademas la tabla 32 resume todos los resultados obtenidos en las pruebas de desempeiio de las

microesferas lipidicas.

Tabla 30. Ensayos de disolucion de las microesferas lipidicas con combinacion de agente
formador de poros y desintegrante, obtenidas por el método C.

Porcentaje de disolucién

COdE(_) Miestra - _A_Lbsorbancm_ 4 105 30 minintos (O)
Estandar 0,6582 -
1 0,4038 64,75
MLC-1C 2 0,3948 63,98
3 0,3935 63,37
_— - Promedio + DE 64,03+ 0,69
Esténdar 0 6582 &
‘ 0,4199 67,50
MLC-2C - 0,4181 67,42
Promedio + DE 67,54_ *£0,15 -
Estandar 0,6582 2
1 0,4152 66,74
MLC-3C 2 0,4241 68,39
3 0,4214 68,08
Promedio  DE 67,74+ 088
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Figura 30. Porcentaje de Albendazol disuelto a los treinta minutos. Microesferas lipidicas con combinacion de
agente formador de poros y desintegrante, obtenidas por el método C (n =3). *p < 0,05 al comparar con todos
los grupos.

Anteriormente se discutieron los posibles mecanismos por los cuales el Aerosil® 200 y la
crospovidona podrian estar involucrados en el mejoramiento de la velocidad de disolucién del
ABZ. Al utilizar una combinacidén de ambos excipientes, se planeaba investigar si existia un
tipo de efecto sinérgico que mejorara ain mas la velocidad de disolucién. Al comparar los
resultados del método C, donde se observaron efectos positivos de los excipientes, se puede
notar que la combinacion logra mejorar el desempefio que se obtiene utilizando solo
crospovidona. Sin embargo la combinacién no mejora el Qso de algunas de las formulas
modificadas tnicamente con Aerosil® 200, por lo q;;e. se puede asumir que el silice coloidal
tiene un papel importante en el mejoramiento de la velocidad de disolucion de ABZ en los

transportadores disefiados en esta investigacion.

Es importante agregar que, ademds de los beneficios tecnoldégicos que aportan los
transportadores disefiados en este trabajo, tales como una mayor superficie de contacto del
principio activo con el medio de disolucién y una rapida liberacion del farmaco desde la matriz,

se debe tomar en cuenta la influencia de la estructura cristalina.
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Existen muchos compuestos solidos que pueden presentar polimorfismo, debido a su capacidad
de cristalizar redes con diferentes arreglos o conformaciones. Por otro lado los s6lidos amorfos
no poseen una red cristalina definida y sus moléculas se encuentran desordenadas. Los
polimorfos de un mismo compuesto quimico, ademas de diferir en la estructura de su estado
solido, también difieren en las propiedades fisicas y quimicas, lo cual afecta la estabilidad,
disolucién, biodisponibilidad y otras caracteristicas propias del farmaco. ®» En general se
establece que un sélido en estado amorfo es mas facil de disolver que uno con una red cristalina
ordenada, ya que se necesita menos energia para distorsionar la red de moléculas del primero.
Por ello es importante destacar la comprobacion mediante DSC de la disminucién en la

cristalinidad del principio activo.

Ademas se debe tomar en cuenta las lipasas del tracto digestivo, producen hidrolisis enzimatica
de las matrices lipidicas, aumentando la erosion superficial del transportador, lo cual favorece
la disolucién del principio activo. ' A partir de esto se podria pensar que al evaluar los
transportadores disefiados en este trabajo en un medio de disolucion que contenga este tipo de

enzimas, podrian obtenerse resultados de disolucién con valores mas altos.

Por Gltimo, como prueba confirmatoria, se llevo a cabo el ensayo de disolucion para 6 muestras
de la féormula que registré el mayor porcentaje de disolucion (MLAP-3C), los resultados se

encuentran en la tabla 31.

Tabla 31. Ensayo de disolucion de las microesferas lipidicas con agente formador de poros al
6 % (MLAP-3C).
Muestra Porcentaje de disolucién a2
los 30 minutos (Qs)

85 e
86

85

85

86

86

Promedio + DE __ 855%0,55
Segun el criterio de aceptacion para la etapa S1, ninguna de las 6 muestras analizadas debe

[ SRR TR S Y

registrar un porcentaje de disolucién menor a Q +5 %, que en este caso corresponde a 85 %. Al

analizar los resultados individualmente, se puede concluir que estan conforme al criterio de

aceptacion.
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Tabla 32. Resumen de resultados de la evaluacién del desempefio de las microesferas lipidicas

(n=3).
Cédigo Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de ABZ
carga de ABZ encapsulacion disuelto a 30 min (Q30min)
e e ~ (Promedio + DE) (Promedio + DE) (Promedio = DE)
Albendazol - - 1,50 £ 0,50
Albendazol + LSS - - 11,45+3.21
MLS-1A 60,68 £0,57 82,85+0,78 7,04 £ 1,03
MLS-2A 60,14 £0,82 79,29+ 1,08 12,58 £ 1,55
MLS-3A 57,11+ 1,04 81,68 + 1,48 29,38 + 1,50
MLAP-1A 61,68 £0,69 62,92 £0,71 12,71 £ 0,39
MLAP-2A 55,43 +£3,05 69,35+3,82 16,69 £1,19
MLS-3B 31,94 +0,17 86,79 + 0,45 10,59 + 0,23
MLAP-1B 31,59 £0,22 87,54 £ 0,60 13,15+0,16
MLAP-2B 31,29+0,86 85,37+£2,34 11,16 £ 0,31
MLAP-3B 33,80 £ 0,35 93,90 £ 0,97 12,56 £ 0,23
MLD-1B 32,48 £ 0,45 85,84 £ 1,20 12,63 £0,41
MLD-2B 32,19 £0,23 86,39 +0,63 11,73 £0,46
MLD-3B 31,90 +£0,52 90,12+ 1,48 12,74 £ 0,17
MLC-1B 31,66 £0,21 93,47 £ 0,64 11,24 £0,04
MLC-2B 29,68 £0,58 83,64+ 1,63 12,99 £ 0,27
MLC-3B 34,60 £ 0,94 91,31 £2,50 10,57 £0,39
MLS-3C 27,40 £ 0,67 80,24 £ 1,96 36,13+0,52
MLAP-1C 27,11+0,79 75,13+£2,17 19,94 + 0,23
MLAP-2C 24,53 +£0,75 76,38 £235 59,64 + 1,23
MLAP-3C 21,17+ 0,48 76,79+ 1,74 8596+ 1,17
MLAP-5C 18,83 £ 1,27 75,15+ 5,07 76,87 £ 0,33
MLAP-4C 26,76 £ 0,50 82,92 +1,54 69,54 £ 1,91
MLD-1C 24,63 £0,12 72,63 £0,35 27474071
MLD-2C 26,25+0,23 7798 £0,69 57,77+£0,43
MLD-3C 2541 +0,39 78,58 £ 1,20 55,77+0,73
MLC-1C 25,70 £0,49 86,59 + 1,64 64,03 + 0,69
MLC-2C 27,50+ 0,32 89,46 + 1,06 67,54 £0,15
MLC-3C 23,74 £ 0,42 85,80 £ 1,48 67,74 £ 0,88
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5.7. Determinacion de la linealidad del método espectrofotométrico

En la tabla 33 se detallan las absorbancias obtenidas para las soluciones de Albendazol, las
cuales fueron preparadas por triplicado y analizadas mediante un espectrofotémetro UV -Vis a
una longitud de onda de 308 nm. Ademas en la figura 3] se demuestra graficamente el
comportamiento lineal del método espectrofotométrico en el rango de concentraciones utilizado.

La curva de calibracion se describe por la ecuacion:
A =(0,07025 £ 0,00074) C + (0,0030 £ 0,0072)

Donde A corresponde a la absorbancia de la solucién de Albendazol y C representa la

concentracion de dicha solucién. El coeficiente de determinacion es equivalente a 0,9986.

Tabla 33. Absorbancias correspondientes de las diferentes soluciones de Albendazol para la
determinacioén de la linealidad.

“Concentracién Absorbancia (5. =308 nm)
(ng/mL) S1 s . 83
598 0,4042 0,4251 0,4152
7,98 0,5691 0,5655 0,5694
8,97 0,6370 0,6334 0,6372
997 0,7102 0,7092 0,7099
13,96 0,9792 0,9788 0,9764

! A = (0,07025  0.00074) C + (0.0030 £ 0,0072)
R:=0.9986 S

Absorbancia

— = -

& P o
\

2
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0
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Concentracion de Albendazol (ng/ml)

Figura 31. Determinacion grafica de la linealidad del método espectrofotométrico.
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6. Conclusiones

1.

La incorporacién de un lipido liquido (triglicérido de acido caprilico/caprico) en la
matriz de los transportadores lipidicos microestructurados del método A (empleando
poloxamero 407) demostré mejorar la velocidad de disolucion del Albendazol.

La adicién del Albendazol disuelto en un disolvente compatible con el método de
difusién de disolvente, es un paso esencial para lograr mejorar el desempefio de
microesferas lipidicas como transportadores de liberacion inmediata del farmaco.

Las modificaciones con Aerosil® 200, crospovidona y la combinacién de ambos
excipientes en el método B (empleando PEG 6000 y PVP K25, farmaco disperso) no
representaron beneficios en el desempefio de las microesferas lipidicas respecto al
mejoramiento de la disolucién de Albendazol.

Al modificar los transportadores del método C (empleando PEG 6000 y PVP K25,
farmaco disuelto) con Aerosil® 200, se observaron los mejores resultados en el
desemperfio, especificamente al utilizar el excipiente al 6 %.

La incorporacién de crospovidona demostré un mejoramiento en la velocidad de
disolucion del farmaco, al utilizarla en concentraciones de 4 % y 6 % en las microesferas
del método C.

En este estudio no se pudo demostrar un efecto sinérgico al utilizar la combinacién de
Aerosil® 200 y crospovidona en el desempefio de microesferas lipidicas de Albendazol.
Existe una relacién inversa entre la temperatura de fusion de la matriz de los
transportadores lipidicos del método C modificados con Aerosil® 200 y el desempefio
de los mismos en el ensayo de disolucion, al utilizar concentraciones del excipiente de
2 %, 4% y 6 %. Concentraciones mayores demostraron una pérdida en el mejoramiento
del desemperio.

El mejoramiento en la velocidad de disolucion de Albendazol se puede atribuir a la

disminucidén de la cristalinidad del principio activo en las formulaciones.
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7. Recomendaciones

e Realizar estudios in vitro con medios de disolucion que incluyan lipasas, con el fin de
obtener condiciones de liberacion mas semejantes a las encontradas en el tracto
digestivo, dada la naturaleza lipidica de los transportadores estudiados.

e Estudiar el comportamiento de los transportadores lipidicos microestructurados al
incorporarlos en formas farmacéuticas sélidas de administracion oral, como tabletas y
cépsulas.

e Realizar estudios de estabilidad de los transportadores disefiados en esta investigacion.

e Evaluar el desempefio de otros principios activos de dificil disolucién al incorporarlos
en transportadores lipidicos microestructurados.

e Realizar anidlisis de residuos de metanol en las microesferas obtenidas mediante la
incorporacion del Albendazol disuelto en este disolvente.

* Realizar estudios que permitan mejorar el rendimiento del método de obtencion de
microesferas lipidicas por difusion de disolvente.

e Estudiar los cambios en la estructura cristalina del principio activo a partir de analisis de
difraccion de rayos X.

e Estudiar la cinética de liberaciéon del farmaco desde los transportadores lipidicos

microestructurados a partir de perfiles de disolucion.
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9. Anexos
Anexo 1. Andlisis estadistico para el porcentaje de encapsulacion de las microesferas lipidicas simples

obtenidas por los métodos A, By C.

=  Tway ANOVA

Table Analyzed % Encapsulacon MLS

|

One-way analysis of vanance |
P value 00002 |
P value summary - |
Are means signif. different? (P<0.05) | Ye= [
Number of groups 5
F 15.81
R squared 83842

|ANOVA Table 55 df NS
Treatment (between cowmns) 102.1 4 2553
Residuel (within cobrmns) 16.05 10 1.605
Total 1182 14

[Tukey's hulipie Comparison Test [Mean Dff. a ISignificant? P< 0,057 |Summary  |95% Clof difl
HLS-1A vs MLS-2A 3560 4267 Yes B 01560 to 6.964
MLS-1A vs MLS-3A 1.167 1595 No 1223710 4.571
MLS-1A vs MLS-38 5837 5382 Yes B -7.341 10 -0.5327
MLS-1A vs MLS-3C 2613 asn %o ns -0.7906 to 6.017
MLS-2A vs MLS-3A -2.383 i No ns -5.797 10 1.011
MLS-2A vs MLS-38 7497 1025 Yes — -10.90 10 -4 093
HLS-2A vs HLS-3C -0.9467 1294 No ns 4351102457
MLS-3A vs HLS-38 5103 8577 Yes - 8507 10 -1.699
HLS-3A vs MLS-3C 1447 1978 No ns ~1.957 10 4.851
HLS-38 vs MLS-3C 6.550 |8.955 [ves e 3.146109.954

agente formador de poros, obtenidas por el método A.

Anexo 2. Andlisis estadistico para el porcentaje de encapsulacién de las microesferas lipidicas con

Twag ANOVA |
Tabie Analyzed % Encopsulociin MLARA
[One-way analyss of varance
P vale 00002 -
P value summary -
Are means signil. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 3
F 4729
R squared 09403
ANOVA Table 3 af [ms
Trastment (between colurmns) 15457 2 2729
Residual (within columns) a2 & |s.770
Totad 5803 ]
Tukey's Muliple Comparisan Test Mean Diff, a |Significant? P <0.057 _ ISummary  [95% Cloi it
MLS-3A vs MLAP-1A 1877 1353 Yes s 127510 24.73
MLS-3A vs MLAP-2A 1234 5895 Yes @ F}W to 1835
HLAP-1A vs MLAP-ZA -6.430 4636 Yes ]‘ }-Mto -0.4124
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Anexo 3. Andlisis estadistico para el porcentaje de carga de ABZ de las microesferas lipidicas con

agente formador de poros, obtenidas por el método C.

= Tway ANOVA

One-way analysis of vanance
P waloe <0.0001
P vale summary —
Are means signif, dif ferent? (P < 0.05) Yas
Number of groups B
F 1.2
R squared 0.9623

 ANOVA Table =] dof uS
Treatment {between columns) 1900 £ 38,00
Residual (within columns) TA48 12 0.8207
Towml 1574 17

Tukey's Multiple Compatison Test Mean Diff. a Significant? P <0.057  |Summary  |95% Cl of diff
MLS-3C vs MLAP-1C 02833 08449 No ns -1.588 to 2.454
MLS-3C vs MLAP-2C 2873 8317 Yes e 0.7122 10 5034
MLS-3C vs MLAP-3C 8233 13.70 Yes iy 4.072 10 8.394
MLS-2C vs MLAP-5C 8.570 12.84 Yes i 6.409 10 10.73
MLS-3C vs MLAPAC 06400 1.407 No ns -1.521 10 2.801
MLAP-1C vs MLAP-2C 2520 5672 Yes ™ 10.4190 to 4.741
MLAP-1C vs MLAP-3C 5.940 13.08 Yes e 37791 8.101
MLAP-1C vs MLAP-5C 8277 1320 Yes = 16.118 10 10.44
MLAP-1C vs MLAP-4C 0.3457 0.7821 Ne ns -1.814 to 2.508
MLAP-2C vs MLAP-3C 3380 7.387 Yes - 1.199 10 5.521
MLAP-2C vs MLAP-5C s.e87 a2 Yes . 353817858
MLAP-2C vs MLAP-AC 2233 4310 Yes & 43584 t0 -0.07231
MLAP-3C vs MLAP-5C 2337 5137 Yes ket 0.1756 to 4.458
MLAP-AC vs MLAP-4C -5.553 1230 Yes e -7.754 to -3.432
MLAP-5C vs MLAP-4C 7530 1743 Yes i -10.09 to -5.769
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Anexo 4. Anilisis estadistico para el porcentaje de carga de ABZ de las microesferas lipidicas con

agente desintegrante, obtenidas por el método C.

]

1way ANOVA
-
|

| Table Anatyzed Valoracica MLD-C %pip

One-way analysis of varance
F value 0.0002
P valve summary —

Ase means signif. &fferent? (P < 0.05) Yes
Numbes of groups 4

F a1
R squared 0.9047

ANOVA Table 55 ot MS
Treatment (between columns) 1268 3 4
Residual (within columns) 1.234 -] 01888
Total 14.00 1"

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. a Significant? P < 0,057  |Summary  |S5% Cl of Giff
MLS-3C vs MLD-1C 2770 1.7 Yes e 1.702 1o 3.838
MLS-3C vs MLO-2C 1.153 480 Yes = 0.08541 10 2221
MLS-3C vs MLDIC 1590 8439 Yes - 0521 3.088 |
MLD-1C vs MLD-2C 1817 B.858 Yes 3 |-2.885 to -0.5487
MLD-1C vs MLD-3C £0.7800 3308 No s -1.848 to 0.2879
MLD-2C vs MLD-2C 0.8387 3548 No ns -0.2313 10 1.905

Anexo 5. Analisis estadistico para el porcentaje de encapsulacion de ABZ de las microesferas lipidicas

con agente desintegrante, obtenidas por el método C.

Table Analyzed IMLD-C%E | : |
One-way analysis of varance | i
P vaue 0.0003 | |
P value summary e
Are means signi. different? (P < 0.05) Yes
of groups 4 |
F 7212 I !
R squared 06924 ] |
\ANOVA Table % Ig ™S
I_Irreah'rull (between columns) 7. 3 {32.49
Resdual (within columns) 1176 8 11,469
Tolal 108.2 11 |
ukey's Multiple Comparison Test Mean D, Q @wﬂ P<0057  [Summary 05% Giofall |
| MLS-3C vs MLD-1C 7603 10.87 [Yes - 443410 10.77
MLS-3C vsMLD-2C 2257 13328 No ns 0912310 5.426
MLS-3C vs MLD-3C 1657 12368 No ns 151210 4826
MLD-1C vs MLD-2C -5.347 17641 es i 851610 -2.178
MLD-1C vs MLD-3C 5347 [645% es - 9116t 2.778 |
MLD-2C vs MLD-3C -0.6000 {0.8575 No s 376310
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Anexo 6. Anlisis estadistico para el porcentaje de carga de ABZ de las microesferas lipidicas con

combinacion de agente formador de poros y desintegrante, obtenidas por el método B.

= -.?.W.#"Q\fﬁ;_ . -
L;W |MLC8 %pp |
|
analysis of vanance
P valoe < Q.90 |
P vale summary —_— ]

| "Are means signdl. different? (P < 0.05) Yes 3
Numbes of groups 4
F e ]

R squared 05541 |

[ANOVA Table = & 3
Treatment (between columns) £ 3 23
Resicual (within colmas) 2% 0 Toz=a
Total WA "

[Tukey's Uishiple Companison Test |Mean Diff. a [Sgnificant? P < 0,057 %&mmary 5= Ciot g
MLS3I8 vs MLC-1B 02533 12 ino = [EF g )
MLS38 vs MLC28 2200 889 [¥es = HE TR
MLS-38 vs MLC38 200 2055 [¥es - JERCT R
MLC-18 vs MLC-28 1577 2.008 {Yes i2 0.4886 1o 3.467
MLC-1B vs MLC38 2547 8,557 Yes - -4 437 10 -1.457
MLC2B vs MLC-28 4923 ] Yes — B3 w343 |

Anexo 7. Anélisis estadistico para el porcentaje de encapsulacion de ABZ de las microesferas lipidicas

con combinacion de agente formador de poros y desintegrante, obtenidas por el método B.

Iwey_Al:lOV&» I !

Table Analyzed IMLC-B %E |

'One-way analysis of variance | !
P value 0.0002 | i
P value summary = | -
Are means signif. different? (P < 0.05)|Yes |
Number of groups 4 ;
F 2462 | |
R squared 10.9023 |

|ANOVA Table sS df MS I |
Treatment (between columns) 1762 3 58.74 | | |
Residual (within columns) 19.09 8 2386 l
Toa 1953 1" |

Tukey's Multiple Comparison Test  |Mean Diff. |q Significant? P <0057  |Summary  95% CI of diff
MLS-3B vs MLC-1B -5.680 490 Yes ks -10.72 to -2.641
MLS-3B vs MLC-2B 3.147 3528 No ns -0.8923 10 7.186
MLS-3B vs MLC-3B 520 5.068 Yes " 8559 to -0.4810
MLC-1B vs MLC-2B [9.827 11.02 Yes e 5.788 t0 13.87
MLC-1B vs MLC-3B 2160 (2422 No ns 187910 6.198
MLC-2B vs MLC-38 7667 18.597 Yes - A1.7110-3628 |

105



Anexo 8. Andlisis estadistico para el porcentaje de encapsulacién de ABZ de las microesferas lipidicas

con combinacion de agente formador de poros y desintegrante, obtenidas por el método B.

Tway ANOVA. ] E
Analyzed [NLCC%E
One-way analysis of vanance | ]
P vae 0.0006 _ - |
P value summary e | |
Are means signil. different? mﬁ
Number of groups 4
F 1817
"R squared -
ANOVA Table E of S
T (® columns) 1339 i3 144 B4
Residual (within columns) 1588 @ 12.487
Total 1836 1 [
s Mulliple Comparison Test _ |Mean D#f.  q TSlondicant P <0, o5% Clofaff |
MLS-3C vsMLC-1C 5.357 [702s Yes - 1046102288 |
| MLS-3Cvs MLC-2C 520 (1019 Ves — EE TSI
MLS-3C vs MLC3C 553 a8 }?es g 9B8210-1.465 |
MLC-1C vsMLC-2C s  Bies [No rs 5862101288 |
MLC-1C vs MLC-3C |No ns 3305t 4892 |
MLC-2C vs MLC-3C 14041 No s 04418107,

Anexo 9. Analisis estadistico para el porcentaje de ABZ disuelto a los 30 minutos de las microesferas

lipidicas simples obtenidas por el método A.

Tway ANOVA
L

Table Analyzed Disolucion MLS-A

'One-way analysis of vanance
P vae < 0.0001
P value summary -
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups s
r 1009
R squared 0.9758

ANQVA Table 33 af MS
Treatment (between columns) 1310 4 3215
Residual (wihin columns) 247 10 3.247
Total 1343 14

Tukey's Mutiple Comparison Test |Mean Diff. a Significant? P < 0.05? < y  95% Clof diff
ABZ vs ABZ+LSS 9957 8571 Yes - -14.8010 -5.115
ABZ vs MLS-1A 5547 5332 {Yes g 0391007050 |
ABZ vs HLS-2A -11.08 10.85 iYes o -15.9210-6238
ABZ vs MLS-3A 2788 2680 Yes s 327210 -23.04
ABZ+LSS vs MLS-1A 4410 4235 No ns -0.4316t0 9.252
ABZ+LSS v MLS-2A 1423 1,080 No ns -5.965103.718
ABZ+LSSvs MLS-34 4792 1723 Yes - ~22.76to -13.08
MLS-1A vs HLS-2A 5533 5319 Yes . -10.37 to -0.6917
MLS-1A vs MLS-3A 233 21.47 Yes - T ATto-1749
MLS-2A vs MLS3A -16.80 1615 Yes - -216410-11.95
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Anexo 10. Andlisis estadistico para el porcentaje de ABZ disuelto a los 30 minutos de las microesferas
lipidicas simples obtenidas por el método A, By C

Tmay ANOVA f
e — - e
Table Analyzed Dsin LS
|One-way analyss of variance ]
P value <0.0001 |
P vale summary v
Are means signif. different? (P < 0.05) Yesu ,
Humber of groups 5 |
F 70
Rsquared 0.93%6
!
LANOVA Table (S of 'S ]
Treatment (between colsmns) 2484 4 IEE |
Residual (v/ithin colsmns) = k) [z&21 |
Totsd 2511 17+ | |
| | |
[Tukey's Mutiple Comparison Test eanDill. g |Sgnificant7 P<0.057  |Summary  95% Clofdifl |
ABZ vs ABZ+LSS -2.957 10.65 | Yes - -14.31 1o 5607
ABZ vs MLS-3A 27 88 2983 IYes - RBW-BS3
ABZ vs MLS-38 -5.08T 4T3 Yes |=13.45 to -4 747
ABZ vs MLS-3C 34 64 37.06 Yes [= -38.9910-3029
ABZHLSS vs MLS-3A AT 82 1918 Yes ™ -2227 10 -1357
ABZLSS vs MLS-3B 0.3500 05291 No fns 3490 10 5210
ABZ+LSS vs MLS3C ) %40 es e 290316-2033 |
MLS-34 vs HLS-38 1878 2010 Yes - 1443102313
MLS-3A vs HLS-3C 8757 =] Yes - 11,11 to -2.407
MLS-38 vs NLS-3C 2554 2733 es - -29.3910-21.19

Anexo 11. Analisis estadistico para el porcentaje de ABZ disuelto a los 30 minutos de las microesferas
lipidicas con agente formador de poros obtenidas por el método A.

Analyzed MLAP-A i

One-way analysis of variance |
B vae < 0.0001 )
P value summary e |
Are means signif, different? (P < 0.05) Yes |
Number of groups L |
F 1965 Sore ]
R squared [Tl | |

| ]

IANOVA Table ss af NS |
Treatment (between columns) 1z [l 305.7 |
Residual (within columns) 2871 10 23N
Total 1251 14

[Tukey's Mukiple Comparison Test Hean DI, a [Sionificant?P<0.057  [Summary |SS% Clofdiff
ABZ vs ABZ+LSS |-9.957 10.18 Yes - -14.5110 5404
ABZ vs MLS-3A 27 38 28.50 Yes e 324310 -23.33
ABZ vs HLAR-1A -11.22 "4 es o =15.77 10 6,664
ABZ vs MLAP-2A -15.20 15,54 es eee -19.75 0 -10.64
ABZ+LSS vs MLS-3A T8 1832 Ve s 243w -13.37
ABZ+LSS vs MLAP-1A -1.260 1228 No ns -5.813 to 3293
ABZ+LSS vs MLAP-24 5240 5357 es - |-9.793 to -0.6874
MLS-3A vs MLAP-1A 1666 17.03 Yes - 121102122
MLS-3A vs MLAP-2A 1268 1297 Yes = 18.131 10 1724
MLAP-1A vs MLAP2A £ 4085 ™ ns (B530 05726 |
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" ~ 1way ANOVA
Table Anatyzed Dsin MLAP-C
One-way analysis of varance
P vale < 0.0001
P value summary e
Are means signil, dif ferent? (P < 0.05) Yes
Numbes of groups ]
F 1339
R squared 0.9583
ANOVA Table ss daf uS
Treatment (between columns) 21730 7 314
Residual {within columns) 7o T} 2313
Total 21780 =
Tukey's Multiple Comparison Test (Mean Diff. g Siguficant? P<0.057 | Summary  (95% Clof &ff |
ABZ vs ABZ 4+ LSS 857 1 Yes — 14,26 10 -5.6852
ABZ vs MLSIC 3484 940 Yes — 3894102033 |
ABZ vs MLAP-1C 1844 0% Yes - 2751 -14.14
ABZ vs MLAP-2C 215 88.15 Yes - 82.45 10 -53.84
ABZ vs MLAP-3C 2442 %0.04 Yes - 8.73 10 80.12
ABZ vs MLAP-5C 7551 8551 Yes - 7981w 7121
ABZ vs MLAP-4C £8.08 7745 Yes - T2 w8818 |
ABZ + LSS vs MLS-3C 2468 28.08 Yoz - 283810 -20.38
ABZ + LSS vs MLAP-1C 8437 5855 Yes - 12.79 10 4.182
ABZ + LSS vs MLAP-2C -£815 5452 Yes . 524910 -43.89
ABZ + LSS vs MLAP3C £ 2472 Yes — 78.77 t0 -70.17
ABZ + LSS vs MLAP-5C £5.50 7458 Yes — £9.83 10 B1.25
ABZ + LSS vs MLAP4C -58.13 8812 Yes - 2430282 |
MLS-3C vs MLAP-1C 16.19 a2 Yes - 11.89 to 20.50
MLS-3C vs MLAP-2C 2351 2875 Yes — 27.81 10-19.21
MLS-3C vs MLAP-3C 4573 el Yos — 5409 to -45.49
MLS-3C vs MLAP-5C 208 850 Tres - 45.18 to 36,57
MLS-3C vs MLAP-4C 1145 3308 Yes — 37.751%0 -29.14
MUAP-1C vs MLAP-2C 2870 517 Yes - 4401103540
MUAP-1C vs MLAP-3C 8558 75.08 Yes —_ 70.29 10 5168
MLAP-1C vs MLAP-5C S1.07 4.2 Yes - B137 to 5277
MLAP-1C vs MLAP-4C 4324 847 Yes — 53.54 to 4534
MLAP-ZC vs MLAP-3C 2228 2% Yes — 3058 to -21.58
MLAP-2C vs MLAP-5C 17.37 1978 Yes —-— 2187 10-13.08
MLAP-2C vs MLAP4C 9.537 11.20 Yes — 14.24 10 5,032
MLAP-3C vs MLAP-5C 8913 10.74 Yes - 4809 to 1322
MLAP-3C vs MLAP-AC [TET] 1855 Yes - 1204 1020.65
MLAP-5C vs MLAP-4C 7430 B2 Yes - 3125 11.73

Anexo 12. Analisis estadistico para el porcentaje de ABZ disuelto a los 30 minutos de las microesferas
lipidicas con agente formador de poros, obtenidas por el método C.
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Anexo 13. Andlisis estadistico para el porcentaje de ABZ disuelto a los 30 minutos de las microesferas
lipidicas con agente desintegrante, obtenidas por el método C.

1way ANOVA
e bahicdbishid Ll SRR
=

One-way analysis of variance
P valve <0.0001
P value summary i
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 8
F 7318
R squared 0.9%85

ANOVA Table SS df MS
Treatment (batween columns) 7850 5 1571
Residual {within columns) 2412 12 2010
Total 7880 7

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff q Significant? P < 0.05? Summary  |95% Cl of &ff
ABZ ys ABZ + 1SS -9.957 1218 Yes ey -13.85 10 -5.088
ABZ vs MLS-2C 3404 4232 Yes e <38.53 10 -30.75
ABZ vs MLD-1C 2597 nn Yes e -29.88 t0 -22.08
ABZ vs MLD-2C 5827 68.75 Yes = -50.18 10 -52.38
ABZ vys MLD-3C 5427 08.31 Yes N -58.16 t0 -50.38
ABZ + LSS vs MLS-2C 246838 30.15 Yes - -28.57 10 -20.79
ABZ + LSS vs MLD-1C -18.01 19.508 Yes sy ~19.90 to -12.12
ABZ + LSS vs MLD-2C -48.32 5858 Yes . £0.21 to 42.43
ABZ + 1SS vs MLD-3C -44.31 5414 Yes - -48.20 to -40.42
MLS-3C vs MLD-1C 8.667 10.58 Yas e 477810 12.58
MLS-3C vs MLD-2C 2184 2843 Yes Ress 2553 10 -17.75
MLS-3C vs MLD-2C -1983 1 Yes e -23.52 to -15.74
MLD-1C vs MLD-2C -30.30 37.02 Yes e -34.19 to 28.41
MLD-1C vs MLD-3C -28.30 3458 Yes - 32191024 41
MLD-2C vs MLD-3C 2003 2448 No ns -1.885 to 5.832
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Anexo 14. Analisis estadistico para el porcentaje de ABZ disuelto a los 30 minutos de las microesferas
lipidicas con combinacidn de agente formador de poros y desintegrante, obtenidas por el método C.

= 1way ANOVA
A
1 |Table Analyzed Dsh MLC-C
2
3 |One-way analysis of varance
4 P vake <0.0001
5 | P vake summary — l
6 | Are means signif. differant? (P < 0.05) Yes |
7 Number of groups 8
g | F 1437
] R squared 0.5584
10
1 |[ANOVA Table ss af 3
12 | Treatment (between columns) 12480 7 2841
13 | Residual {within columns) 29.41 18 1838
| Towm 18510 =z
15
16 |Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q Significant? P < 0.057 | Summary | 95% Cl of &iff
17 | ABZ vs ABZ +1SS 8857 272 Yes —_— 137910 8.124
18 | ABZ vsMLS2C 3484 4425 Yes = -38.47 10 -30.80
18 | aBzvswciC 25 7550 Yes - 803710 5870
20 | ABZ vs MLC2C £6.05 84.38 Yes - 89,88 to 62.21
21 | ABZ vsMLC3C 5524 8483 Yes —_ 70.07 to -62.41
Iz | ABZ vs MLAP-3C 8443 1075 Yes — 8820100059 |
B | ABZ vs MLD-3C 5427 8523 Yes - -58.10 to -50.44
24 | ABZ +1SS vs MLS3C 2488 315 Yes - 28.51 to0 -20.85
25 | ABZ +15S vs MLC-1C -52.58 87.17 Yes - -56.41 to 48.75
25 | ABZ +LSSvs MLC2C -£6.08 7168 Yas - -59.92 to -52.26
2T | ABZ + LSS vs MLC3C 3628 7191 Yes - 80.12 1o 52.45
28 | ABZ 4+ 1SS vs MLAP-3C -74.47 95.14 Yes i -78.20 to -70.84
29 | ABZ + 1SS vs MLD3C 4431 56,81 Yes =] 48,15 10 -40.48
| ML53C vs MLC-IC 2790 35.64 Yes e -31.73 10 -24.07
3 | ws3C vsMLC2C 31.41 40.13 Yes — 3524 10 -27.58
| 2 | sac vs MCAC 3180 w= Yes == 36544102777
3 | MLS3C vs MLAP-3C 49,79 €161 Yes = -53.62 to -45.96
H | M53C vs MLD3C -19.63 25.08 Yes —— -23.47 10 -15.80
3 | wmcicvsMc2C 3510 4484 No ns -7.343 10 0.3231
3% | MLCIC vs MLCAC 370 4T3 Ne ns -7.538 10 0.1297
_37 MLC-1C vs MLAP-3C 2189 257 Yes = 2572 10 -18.08
F | wc1C vsMD3C 8297 1058 Yes — 4.434 10 12,10
3 | wc2cysMcac 0.1533 0.2470 No ns 4,026 to 3.640
40 | MC-2C vs MLAP-3C -18.33 23.48 Yes - 2221t -14.55
l_il MLC-2C vs MLD-3C 1.78 15.08 Yes — 7.944 10 15.61
22 | yCac vs MLAP-3C -18.18 nn Yes — -22.02 t0 -14.35
£ | wCc3c vs MLD2C 11.57 1529 Yes - 18137 10 15.80
44 | MLAP-3C vws MLD-3C 30.18 3853 Yes — [26.321032.99
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