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RESUMEN

La candidiasis bucofaringea es la infeccion oportunista que afecta mas facilmente a
pacientes con inmunodeficiencias adquiridas (VIH-Sida), y a aquellos sometidos a
quimioterapia. Esta patologia es tratada comunmente por via oral con
comprimidos antifungicos y por via topica empleando buches de nistatina o gel de
nitrato de miconazol (NM). Formulaciones como los buches y los geles requieren
varias aplicaciones diarias ya que se eliminan facilmente por la saliva. Una
alternativa al tratamiento topico mencionado, podria basarse en matrices
poliméricas de aplicacion bucal, de pequeiio tamafio y espesor, las cuales
presentarian flexibilidad, facil aplicacién y permitirian la adhesion en el sitio de
accion reduciendo el numero de aplicaciones diarias y podrian llevar a un mejor
cumplimiento del tratamiento por parte de los pacientes.

El objetivo de este trabajo de Tesis, fue desarrollar y caracterizar matrices
poliméricas basadas en combinaciones de polimeros mucoadhesivos cationicos,
anidnicos y no ionicos, cargadas con nitrato de miconazol. Las matrices poliméricas
se caracterizaron en términos de propiedades mecanicas, adhesividad e
hinchamiento, asi como liberaciéon de farmaco. Las diferentes formulaciones fueron
investigadas mediante microscopia electronica de barrido (MEB); las interacciones
entre polimeros se analizaron mediante espectroscopia infrarroja (IR) y la
estructura cristalina de los farmacos fue estudiada por difraccion de rayos X (DRX).
Por ultimo, se investigd la actividad antifungica de las formulaciones, empleando
para ello cultivos de diferentes patégenos oportunistas fungicos pertenecientes al
género Candida.

En una primera parte (Capitulo I) se utilizaron quitosano (Q), pectina (PC) e
hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) para formar las matrices poliméricas. Se
encontrd que la formulacién basada en Q-HPMC result6 ser la mas apropiada en
términos de elongacion, resistencia a la ruptura, hinchamiento y adhesividad. La
evaluacion de la actividad antifingica in vitro mostro6 una actividad significativa del
farmaco modelo cuando se cargd en matrices conteniendo Q. Estos hallazgos
sugirieron que las matrices basadas en Q son un enfoque prometedor para

administrar NM en el tratamiento de la candidiasis.
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En una segunda instancia del trabajo (Capitulo II) se utiliz6 Q como polimero
catiénico y distintos polimeros aniénicos con diferentes densidades de carga
(gelatina (GEL), goma arabiga (GA), carbopol (CB) y alginato (ALG)) para
desarrollar las matrices poliméricas. Las formulaciones mas apropiadas fueron las
basadas en Q-GEL y Q-CB las cuales mostraron buenas propiedades mecanicas y de
adhesividad, indice de hinchamiento bajo, mayor liberacién del farmaco y mejor
actividad in vitro contra cultivos de Candida que el NM en polvo. Por lo tanto, estas
formulaciones también podrian ser consideradas como un sistema terapéutico
alternativo para el tratamiento de la candidiasis oral.

A continuacién se decidié analizar la influencia de agregar al farmaco de manera
solubilizada o suspendida en las caracteristicas finales de las matrices (Capitulo
[II). Se desarrollaron y caracterizaron matrices poliméricas basadas en Q y
diferentes carragenatos (C): kappa (x), lambda (A) e iota (i). Las formulaciones
basadas en combinaciones de Q-k-C y Q-A-C mostraron un efecto protector térmico
sobre el farmaco, presentaron una superficie homogénea, alta resistencia a la
traccion, elongacién y adhesividad moderada, y al mismo tiempo hinchamiento
durante 24 h sin sufrir desintegracion. Se observé que la combinacién de Q y A-C
produjo matrices con los valores mas altos de resistencia a la tracciéon y
adhesividad. Con respecto a la incorporacién del NM de manera suspendida o
solubilizada, no se detectaron diferencias significativas en el comportamiento
mecanico de las matrices estudiadas. Sin embargo, se observ6 una tendencia: las
formulaciones con el NM incorporado de manera solubilizada mostraron una
mayor resistencia a la traccién, elongacién y adhesividad que aquellas con el
farmaco de manera suspendido.

La cuarta parte de este trabajo de Tesis (Capitulo IV) estuvo focalizada en el
desarrollo y caracterizacion de discos adhesivos basados en microparticulas (MPs)
poliméricas cargadas con NM. Se formularon MPs basadas en Q, GEL e HPMC
cargadas con NM por medio de secado por aspersion y posteriormente las mismas
se comprimieron para obtener discos microparticulados. La caracterizacién de los
sistemas incluy6 la determinacion de la eficacia de encapsulamiento de las MPs y la
adhesividad de los discos en encia de cerdo. La estructura cristalina del farmaco se
estudi6 mediante DRX. La morfologia y el tamafio del NM y de las MPs se

investigaron mediante MEB. Finalmente se estudio la liberaciéon del NM y actividad
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de las formulaciones en el tiempo, sobre un cultivo de C. albicans. Las MPs basadas
en HPMC liberaron el 100% del NM a los 30 min de ensayo, mientras que las MPs
basadas en Q-GEL y Q-HPMC liberaron entre 35 y 44% del NM. El estudio por DRX
indic6 que el NM se encontrd en un estado amorfo cuando fue cargado en las MPs.
En el ensayo de actividad en el tiempo se determin6 que el sistema basado en Q-
GEL fue activo incluso después de 7 h de ensayo. Por lo tanto, este sistema que
permite una liberacion prolongada del activo podria permitir reducir el nimero de
aplicaciones diarias durante el tratamiento de la candidiasis bucofaringea.

Finalmente (Capitulo V) se decidié realizar nanoparticulas (NPs) poliméricas
basadas en Q y GEL conteniendo NM y clorhidrato de lidocaina (CHLID). Los
sistemas se caracterizaron en cuanto a: eficacia de encapsulamiento, tamafio e
indice de polidispersidad, analisis térmicos y DRX. Adicionalmente, se evalu6 la
liberacion de los IFAs desde las matrices y la actividad de los sistemas conteniendo
NM mediante ensayos in vitro en cultivo de C. albicans. Los resultados demostraron
que las NPs poliméricas permitieron mantener la liberaciéon sostenida de los IFAs
en el tiempo. Los sistemas nanoparticulados basados en Q y GEL presentaron
actividad contra los cultivos de Candida atin luego de 24 h de comenzado el ensayo.
Este hecho permitiria reducir notablemente el niumero de aplicaciones durante la
terapéutica farmacolégica de la mencionada patologia, lo cual podria llevar a una

mayor adherencia del paciente al tratamiento indicado.
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INTRODUCCION GENERAL

Candidiasis

En diversas areas geograficas las micosis son afecciones endémicas o tienen
una incidencia muy alta, siendo uno de los principales problemas de salud publica.
Los principales grupos de riesgo lo constituyen los pacientes inmunodeprimidos,
donde estas afecciones se instalan como oportunistas y su tratamiento representa
un verdadero desafio. Dentro de este grupo podemos mencionar aquellos
pacientes cuya inmunodepresién se origina por enfermedades (VIH, lupus
eritematoso sistémico, y enfermedades autoinmunes, entre otros) o por
tratamientos quirurgicos, farmacolégicos o radiantes (trasplantes de diversos
organos, aplicacién de radiaciones en cancer, quimioterapia antineoplasica de
largo plazo, uso de corticoides, y de inmunosupresores) [1].

La candidiasis es causada por levaduras del género Candida, las cuales son
patégenos oportunistas que residen como huésped en el tracto genitourinario,
gastrointestinal, y en la piel. Estas levaduras pueden causar infecciones de las
mucosas e invadir los tejidos mas profundos provocando infecciones sistémicas,
septicemia e inclusive la muerte cuando el sistema inmune del individuo se
encuentra debilitado [1]. Las mucosas que principalmente se ven afectadas por
levaduras del género Candida son la vaginal y la bucal, dando lugar a la candidiasis

vaginal y bucofaringea respectivamente [2, 3].

Candidiasis bucofaringea

La candidiasis bucofaringea es wuna infeccidbn causada por hongos
levaduriformes del género Candida que se multiplican en la lengua y en el
revestimiento de la boca. Se caracteriza por presentar lesiones aterciopeladas y
blanquecinas en la boca y lengua, sangrado al cepillar los dientes y dolor al tragar.
Los cambios en la inmunidad, la diabetes y el estado hormonal del paciente, entre

otros factores, favorecen la aparicion de la infecciéon [4]. Actualmente se han



identificado 150 especies del género Candida, siendo C. albicans el patégeno
oportunista mas frecuentemente detectado como el causante de la infeccion.
Algunas otras especies patogenas para los seres humanos incluyen C. krusei, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. guilliermondii y C.

stellatoidea [5].

Tratamiento de la candidiasis bucofaringea

Normalmente, una vez que se han hecho las pruebas para confirmar la
presencia de hongos levaduriformes del género Candida como los causantes de la
patologia, la misma es tratada con antimicéticos ya sea en forma tépica u oral [6,
7]. Los farmacos mas frecuentemente utilizados para tratar esta patologia son
nistatina, clotrimazol, fluconazol, itraconazol y nitrato de miconazol, entre otros
[8]. El nitrato de miconazol (NM) es un agente antiflingico perteneciente a la
familia de los azoles (Figura 1) [1, 9], utilizado ampliamente para el tratamiento de
la candidiasis oral [10]. El mismo se prescribe en forma de gel al 2%, y debe
aplicarse sobre la mucosa oral tres o cuatro veces por dia para mantener su efecto

terapéutico [11].
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Figura 1. Estructura quimica del nitrato de miconazol



Mecanismo de accion del nitrato de miconazol

El NM, como todos los azoles, dafia los organismos fungicos al interferir con
la biosintesis del ergosterol, ocasionando niveles téxicos de esterol metilado [12].
Recientemente, Kobayashi y colaboradores describieron un segundo mecanismo
antifungico para el NM: la acumulacion de especies reactivas de oxigeno inducidas
por farmacos dentro del organismo flngico, que da como resultado dafio oxidativo

y muerte celular [13].

Formulaciones farmacéuticas, principios activos y excipientes

La Farmacopea Argentina define a los medicamentos como toda preparacion
o producto farmacéutico empleado para la prevencidn, diagnéstico y/o
tratamiento de una enfermedad o estado patoldgico, o para modificar sistemas
fisiologicos. Los medicamentos contienen uno o varios principios activos y
excipientes, formulados bajo una determinada forma farmacéutica. Llamamos
principio activo a toda sustancia quimica, de origen natural o sintético, que posee
un efecto farmacolégico especifico [14]. En 2012, a través de la disposicion 4990
de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT), se adopt¢ la terminologia de ingrediente farmacéutico activo (IFA) para
referirse a principio activo. Por otra parte un excipiente es toda sustancia de
origen natural o sintética presente en una preparacion farmacéutica incorporada
sin proposito terapéutico, pero necesario para transportar, administrar al IFA y

ayudar al mismo a cumplir su efecto terapéutico [14].

Vias de administracion

Existen diferentes vias de administracion de farmacos, entre las que se
encuentran las vias oral, inyectable, y topica. En general la via oral es la mas
comunmente utilizada, ya que permite una facil administracién y es indolora, sin
embargo presenta algunas desventajas. Cuando se administra un medicamento por
via oral, éste debe solubilizarse en el tracto gastrointestinal, para poder absorberse

en el intestino, pasando previamente por el higado y como consecuencia sufriendo



el efecto del primer paso hepatico. Luego el IFA (ya biodisponible) es trasportado
por la via sanguinea, y actiia tanto en las zonas afectadas por la patologia como en
las zonas del organismo no afectadas por la misma. Muchos farmacos presentan
problemas de solubilidad, por lo tanto, la dosis administrada debe ser alta para
lograr una accion terapéutica; otros a causa del efecto del primer paso hepatico
sufren degradacion parcial o transformacién a compuestos menos activos,
reduciendo la dosis efectiva del IFA que llega al sitio de accion. Sumado a esto, solo
una parte del firmaco biodisponible llega al sitio de accidn, ya que en general las
formulaciones farmacéuticas no son sitio dirigidas [15]. Por lo tanto, cuando la
patologia es superficial y no esta diseminada en una gran superficie, la via topica es
una alternativa de tratamiento.

La via topica es una ruta de elecciébn cuando se desea evitar efectos
secundarios inherentes a la via oral o cuando el IFA tiene una accién terapéutica

especifica en alguno de los compartimentos de la mucosa o piel.

Liberacion de los IFAs desde las formulaciones farmacéuticas

Independientemente de la via de administracion seleccionada para un
tratamiento, para que una forma farmacéutica pueda ejercer su efecto terapéutico
debe ser capaz de liberar al IFA que transporta. Es asi que han sido empleados
determinados excipientes para modificar la velocidad de liberacion de diferentes
farmacos desde las formulaciones. Se han disefiado formulaciones capaces de
aumentar la solubilidad y velocidad de disolucion de IFAs poco solubles, y de esa
manera obtener un efecto terapéutico mas rapido [16]. También se han empleado
matrices poliméricas para desarrollar formulaciones farmacéuticas de
administracion oral capaces de permanecer adheridas al tracto gastrointestinal y
liberar al farmaco de manera controlada, por largos periodos de tiempo,
disminuyéndose de esta manera el nimero de dosis a administrar para lograr el

efecto terapéutico [17].



Matrices poliméricas mucoadhesivas

Existen distintos tipos de sistemas de liberacion modificada de farmacos,
entre los que podemos mencionar: liposomas, complejos de inclusiéon empleando
ciclodextrinas, micro y nanoparticulas, microemulsiones, micelas y micelas mixtas,
hidrogeles y matrices poliméricas [18-20]..

Las matrices poliméricas que permiten modificar y controlar la liberacion de
activos se basan en general en: 1) polimeros cuya solubilidad es pH dependiente,
es decir a un determinado valor de pH pueden absorber fluidos generandose
erosiéon o poros en su estructura liberando al IFA, o 2) una red compuesta por
polimeros que interaccionan entre si por diferentes tipo de interacciones, y que
dentro de la mencionada red se encuentra disperso el IFA. Dependiendo de la
fuerza de las interacciones entre los polimeros la red sera mas o menos permeable
a la salida del farmaco. En general las redes poliméricas mas fuertes estan basadas
en complejos polielectroliticos entre polimeros con cargas opuestas. Estos
complejos pueden absorber agua generandose poros en su estructura sin llevar a
disolver o erosionar la matriz debido a los entrecruzamientos fisicos o quimicos
entre los componentes. Los complejos polielectroliticos son establecidos por
interacciones entre dos macromoléculas con cargas opuestas, generandose fuerzas
electrostaticas: enlaces hidrogeno, de van der Waals y enlaces hidrofébicos [21].

El empleo de nuevos sistemas terapéuticos ha aportado un importante
avance en el campo de la tecnologia farmacéutica, y ha sido posible gracias a la
introduccién de nuevos materiales, particularmente polimeros biocompatibles.
Dentro de los polimeros que pueden usarse para la formulacion de matrices
poliméricas mucoadhesivas, los mas empleados por su versatilidad son aquellos de
origen: 1) natural (quitosano, dextranos, almiddn, y celulosa, entre otros), 2)
semisintéticos (como por ejemplo derivados celul6sicos) o 3) sintéticos (derivados

acrilicos y poliésteres, entre otros) [22].



Polimeros comunmente utilizados en la formulacion de matrices poliméricas

mucoadhesivas

a. Quitosano

El quitosano (Q, Figura 2) es un polisacarido obtenido a partir del desecho
de las pesqueras, ya que es el derivado mas importante de la quitina. La quitina es
el segundo polimero natural mas abundante en el mundo y sus principales fuentes
de obtencién son los caparazones de los camarones y cangrejos [23]. El Q puede
ser considerado una base fuerte por poseer grupos aminos con un valor de pKa de
6,3. Por debajo de un valor de pH de 6,3 el grupo amino se protona lo que convierte
al Q en un polielectrolito catidénico [24]. Adicionalmente, este polimero es
biocompatibible, biodegradable, no téxico y posee una leve actividad
antimicrobiana, haciendo que el Q sea empleado ampliamente en formulaciones
farmacéuticas [25]. Como polication, el Q tiene la capacidad de formar complejos
polielectroliticos con polianiones, siendo muy propicio para el desarrollo de
diferentes tipos de sistemas de administracion de liberacién controlada de
farmacos, desde comprimidos de liberacion modificada hasta peliculas

mucoadhesivas [26].
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n

Figura 2. Estructura quimica del quitosano



b. Pectina

La pectina (PC, Figura 3) es un polimero natural que constituye las paredes
celulares de la mayoria de las plantas [27]. Es un polisacarido no téxico, compuesto
de residuos de acido D-galacturdnico con enlaces «-1,4, en donde los grupos
carboxilo del acido urdénico son completa o parcialmente esterificados con metilo
[28]. El grado de metoxilacién (DM) se utiliza para clasificarlas como PC de alto
metoxilo (DM <50) y PC de bajo metoxilo (DM> 50) [29]. Su valor de pKa es de
aproximadamente 3,5 y la molécula se encuentra cargada negativamente a pH
neutro [30]. La PC se ha empleado recientemente para diferentes aplicaciones
biomédicas, incluyendo la administraciéon de farmacos formando parte de matrices
de comprimidos y cubiertas poliméricas, administracion de genes, cicatrizacién de
heridas e ingenieria de tejidos, entre otras [27, 29].

El caracter anionico de éste polimero le permite interaccionar con polimeros
que se encuentren cargados positivamente, y asi formar matrices poliméricas

capaces de transportar y liberar diferentes IFAs.

HooC
o H,CO0C

HO OH

Figura 3. Estructura quimica de la pectina

c¢.  Hidroxipropil metilcelulosa

La hidroxipropil metilcelulosa (HPMC, Figura 4) es uno de los derivados mas
importantes de la celulosa, es un polimero no i6nico, facilmente disponible y que se
ha demostrado que forma matrices transparentes, inodoras, insipidas y solubles en

agua [31]. Es un polimero hidrofilico, biodegradable y biocompatible que tiene una



amplia gama de aplicaciones en administracién de formacos, pinturas, cosméticos,
recubrimientos, agricultura y textiles [32].

En la industria farmacéutica, la HPMC es de especial interés para la
formulacién de matrices para la liberacion controlada de farmacos [33], debido a
que una de sus caracteristicas mas importantes es su alta capacidad de
hinchamiento, que tiene un efecto significativo en la liberacion de los farmacos
incluidos en estas matrices. Al entrar en contacto con el agua o algun fluido
bioldgico, se produce una relajacion de la cadena del polimero con una expansién
del volumen, permitiendo que el farmaco incorporado difunda fuera de la matriz

[34].

Sk

Figura 4. Estructura quimica de la hidroxipropil metilcelulosa

d. Goma ardbiga

La goma arabiga (GA, Figura 5) es un polimero biocompatible y
biodegradable que se obtiene del exudado de los tallos y ramas de arboles de
Acacia [35]. Es un polisacarido complejo, que tiene una estructura principal
formada por unidades [3-D-galactopiranosilo unidas por enlaces 1,3. Las cadenas
laterales se componen de dos a cinco unidades (3-D-galactopiranosilo unidas por
enlaces 1,3, unidas a la cadena principal por enlaces 1,6. La composicién principal
es 39-42% de galactosa, 24-27% de arabinosa, 12-16% de ramnosa, 15-16% de
acido glucurénico y 1,5-2,6% de proteinas [36]. La GA es un polielectrolito débil,
contiene grupos carboxilicos que se encuentran cargados negativamente por

encima de un valor de pH de 2. Es soluble en agua, tiene propiedades



emulsionantes, estabilizantes y tiene una baja viscosidad. La GA se emplea
ampliamente en procesos de microencapsulacién, en la formacién de matrices, y
para aumentar la estabilidad de emulsiones [37]. Se utiliza principalmente en
formulaciones farmacéuticas orales y topicas. También se emplea en la
preparacion de comprimidos como aglutinante, y como bioadhesivo en nuevas

formulaciones de matrices de liberacién modificada [38, 39].

cooH Q—CH; COOH coon O—CH,
o | oH o
OH OH
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oH 0—0—GALp
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Figura 5. Estructura quimica de la goma arabiga

e. Gelatina

La gelatina (GEL, Figura 6) es un polimero natural, biocompatible y
biodegradable, que se obtiene por desnaturalizacién térmica o degradacion fisica y
quimica del colageno [40]. La GEL dependiendo del valor de pH del medio puede
cargarse positiva o negativamente. Este polimero ha tomado gran relevancia en la
industria alimentaria debido a su abundancia, bajo costo relativo y también en la
industria farmacéutica como formador de matrices poliméricas para Ila

administracién de farmacos [41].
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Figura 6. Estructura quimica de la gelatina

f. Carbopol

El carbopol (CB, Figura 7) es un polimero del acido acrilico con un alto peso
molecular, es un polimero sintético que puede ser anidnico, dependiendo del valor
del pH (por encima de un valor de pH de 5,5 posee carga negativa) y, por lo tanto,
puede generar interacciones idénicas con polielectrolitos catidnicos. Este polimero
se emplea frecuentemente como componente principal de los sistemas de
administraciéon de farmacos para aplicaciones bucales, transdérmicas, oculares,
rectales y nasales [42]. Ademas ha sido reportado que el CB se utiliza en la

formulacidon de matriciales poliméricas para la liberaciéon prolongada de farmacos
[43].

C
HO/ \O

Figura 7. Estructura quimica del carbopol
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g. Alginato

El alginato (ALG, Figura 8) es un polisacarido natural extraido de la pared
celular de varias especies de algas pardas. Estd compuesto por residuos de acido a-
L-guluronico (G) y B-D-manuronico (M), unidos por enlace 1-4, con grupos
hidroxilo libres y carboxilato distribuidos a lo largo de la estructura principal [44].
Es un polimero aniénico a pH neutro, por encima de los valores de pKa de las
unidades de acido gulurénico y manurénico (3,38 y 3,65, respectivamente), los
grupos carboxilo se encuentran en forma ionizada lo que permitiria formar
matrices basadas en interacciones idnicas con polimeros catiénicos [45]. La
capacidad de formar hidrogeles del ALG ha llevado su uso a la formulacién de
matrices de administracién de farmacos y células, apésitos para curar heridas e
ingenieria de tejidos [46]. Ademas, debido a sus propiedades mucoadhesivas se lo
emplea en la preparacidon de sistemas de liberacién controlada de farmacos [47,

48].

HOOC OH

HO o 1

*

HOOC

Figura 8. Estructura quimica del alginato

h. Carragenatos

Los carragenatos (C) son polisacaridos aniénicos de galactosa, solubles en
agua, extraidos de las algas rojas (Rhodophyta) [49]. Se utilizan ampliamente en las
industrias farmacéutica y alimentaria como agentes gelificantes y estabilizantes

[50].
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Los isémeros de C (kappa (x-), iota (1-), y lambda (A-), (Figura 9) difieren en el
numero y la posicién de los grupos éster sulfato en las unidades de galactosa: k-
tiene uno, t- tiene dos y A- tiene tres. Su caracter anionico les permite interaccionar
con polielectrolitos cationicos [51]. También se ha informado de que el poder
gelificante de los carragenatos k- y - imparte excelentes propiedades de formacién
de matrices poliméricas [52]. Debido a su biocompatibilidad se han utilizado
ampliamente los C en la formulacion de sistemas de liberacién prolongada de

farmacos [53].

0S3K
CH,OH
9
.0 A o o o7
OH
a) OH
0S;K
CH,OH
9
.0 A o o o7
OH
b) OSOzK
OH CH20803K
CH,OH OH
/”’O O O\‘s
o) 0S0OzK KO3SO

Figura 9. Estructura quimica de los carragenatos: a) x-,b) -y c) A-

i.  Polietilenglicol

El polietilenglicol 400 (PEG 400, Figura 10) es un polimero no idnico, no

toxico, biocompatible y biodegradable [54]. Los polietilenglicoles segin sus pesos
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moleculares pueden ser liquidos (de 200 a 600), semiso6lidos (de 800 a 1500) o
sélidos (de 4000 en adelante) [55]. Es un polimero inodoro, no volatil y se utiliza
en una diversidad de fines farmacéuticos como solubilizante, cosolvente, y para

plastificar (dar elasticidad) matrices polimericas, entre otras aplicaciones [56, 57].

-

Figura 10. Estructura quimica del polietilenglicol 400
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HIPOTESIS SUSTANTIVA

El desarrollo de matrices poliméricas que se adhieran a la encia de un
potencial paciente con candidiasis bucofaringea, y que liberen gradualmente al
farmaco antifungico en el sitio de accion, reducird notablemente el nimero de
aplicaciones, mejorando de esta manera la adherencia del paciente al tratamiento

indicado.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y caracterizar matrices poliméricas que permitan el transporte

y el control de la liberacién de nitrato de miconazol.
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CAPITULO1

“Formulacion de matrices poliméricas
mucoadhesivas basadas en la interaccion
polimérica cationica-anionica y cationica-no

ionica”

15



OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar matrices poliméricas mucoadhesivas basadas en las
interacciones entre un polimero catiénico y uno aniénico o entre uno
cationico y uno no ionico.

e (aracterizar fisico-quimicamente los sistemas en cuanto a: espesor, indice
de hinchamiento, difraccion de rayos X, espectroscopia infrarroja,
calorimetria diferencial de barrido y microscopia electréonica de barrido.

e Estudiar los sistemas obtenidos en cuanto a su adhesividad a encias de
cerdo, resistencia a la ruptura y elongacion.

e Evaluar la liberacién del IFA desde las matrices y la actividad de los
sistemas mediante ensayos in vitro en cultivos de diferentes especies del

género Candida.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Q (230 KDa de peso molecular promedio y 80,6% de N-deacetilacion) fue
suministrado por Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, EE. UU.), PC (18,1 kDa de
peso molecular promedio y 81% de grado de esterificacion) fue suministrada por
Sigma-Aldrich ChemieGmbH (Steinheim, Alemania), HPMC (250 kDa de peso
molecular promedio, 19-24% de contenido de metoxilo y 7-12% de contenido de
hidroxipropilo) se adquiri6 de Eigenmann & Veronelli (Milan, Italia). NM de grado
farmacéutico (99,49% de pureza) fue suministrado por Parafarm, (Buenos Aires,

Argentina). Todos los demas reactivos fueron de grado analitico.

Métodos
Preparacion de las matrices

El Q (3% p/v) se dispers6 en una solucién de acido lactico (10% v/v) y se
agité durante 24 h con el fin de solubilizar al polimero. Las soluciones de PC y
HPMC (3% p/v) se prepararon por disoluciéon de los polimeros en agua destilada.
Cada solucion (20 mL) se goted sobre la solucién de Q (20 mL) a 80 °C bajo
agitacion magnética, a continuacion el NM (2% p/p respecto a la masa total de
polimeros utilizados) solubilizado en PEG 400 (utilizado también como
plastificante) se adicion6 a la mezcla y la misma se agitéo a 200 rpm durante 2 h.
Las soluciones resultantes se vertieron en placas de Petri y se secaron en estufa a
40 °C durante 72 h y 58% humedad relativa (HR). Luego del secado las matrices
fueron neutralizadas adicionando una solucion de buffer fosfato (pH = 6,8), fueron
lavadas con agua destilada y nuevamente secadas [43, 58]. Finalmente las matrices
secas fueron retiradas de las placas de Petri para su caracterizacion.

Adicionalmente, y siguiendo el mismo procedimiento, fueron preparadas como
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control las mismas matrices pero sin el agregado de NM. La composicién de las

matrices poliméricas se detalla en la Tabla I, pagina 27.

Caracterizacion de los sistemas
Espesor de las matrices

El espesor de las matrices fue medido empleando un micrémetro digital
(Schwyz, China) como se esquematiza en la Figura 11. Por cada matriz se
realizaron 5 mediciones en distintos sectores de la misma y se calculé el valor

promedio [59].

Matriz polimérica

I Espesor

Micrémetro digital

Figura 11. Esquema de un micréometro digital midiendo una matriz

Resistencia al plegamiento

La resistencia al plegamiento de las formulaciones se determiné doblando
manualmente las matrices en el mismo lugar. Las matrices cumplen dicho ensayo
si luego de ser plegadas 300 veces mantienen su estructura (Figura 12) [60]. Esta

prueba se desarroll6 por triplicado.
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Matriz original
Matriz plegada
— <) é

Figura 12. Plegamiento de las matrices

Propiedades mecanicas

Se empled una maquina universal Instron, de columna tnica, serie 3340
(Norwood, MA, Estados Unidos) con una celda de carga de 10 N para evaluar la
resistencia mecanica de las matrices. El ensayo se desarrolld por triplicado.
Previamente a las mediciones, las matrices fueron acondicionadas durante 24 h a
25 °Cy 58% de HR. Las matrices se cortaron en tiras de 7 mm de ancho y 60 mm
de largo para evaluar las propiedades de tracciéon. Para evitar rupturas y
deslizamientos en el dispositivo de prueba, los extremos de cada tira se montaron
con cinta adhesiva de doble cara y se agregaron cuadrados de 30 mm de cartulina
(Figura 13). La longitud de la matriz expuesta entre los extremos de la cartulina
fue de 30 mm. La distancia de agarre inicial fue de 30 mm, y la velocidad de
desplazamiento fue de 0,05 mm/s. Se determiné la fuerza necesaria para producir
la ruptura de cada matriz. Adicionalmente, se obtuvo la elongacion de cada sistema
al momento de la ruptura, calculada como el porcentaje de cambio en la longitud
de la matriz con respecto a la distancia original entre los agarres (30 mm) (Figura

14).

Cinta doble cara

Voo

—_—) I?mm—>

|

60 mm g 30 mm

Matriz

Figura 13. Esquema de preparacion de las matrices para ensayo de traccion
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Figura 14. Determinacion de traccion y elongacién de las matrices, empleando una

magquina universal Instron

Adhesividad in vitro

La adhesividad de las matrices se evalud in vitro midiendo la fuerza requerida
para separar cada formulaciéon de una porcién de encia de cerdo (obtenida del
frigorifico “Paladini SA”, V.G. Galvez, Argentina), utilizando una maquina universal
Instron acondicionada para esta caracterizaciéon, adicionando dos cilindros de
acero tanto en la parte superior como en la inferior de la misma (Figura 15). En la
cara superior del cilindro inferior de acero se colocéd una porcién de encia de cerdo,
asegurada por medio de un soporte metalico para evitar su desplazamiento. Al

cilindro superior, en la cara inferior, se adhirieron las distintas muestras de las
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matrices poliméricas (de 2,5 cm, igual didmetro que el cilindro, Figura 15).
Previamente al ensayo, las formulaciones fueron hidratadas con saliva artificial
(0,1 mL, pH = 6,8) durante 10 minutos. La composiciéon de la saliva artificial
empleada fue una solucion de buffer fosfato (NazHPO4,KH2PO4 y NaCl) [61] .

Para realizar el ensayo, el cilindro superior se movi6 hacia abajo hasta que
la matriz estuvo en contacto con la superficie de la encia de cerdo. La matriz
permanecié en contacto con el disco durante 5 minutos y luego se movié hacia
arriba a una velocidad constante de 1,0 mm/s. Se determiné la fuerza requerida

para separar a cada matriz de la encia. La prueba se realiz6 por triplicado [62].

Cilindro superior

Matriz

Encia de cerdo

Soporte encia

Cilindro inferior

Figura 15. Maquina universal Instron adaptada para ensayo de adhesividad
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indice de hinchamiento

Para estimar la cantidad de fluido adsorbido por las matrices a distintos
tiempos, se tomaron muestras de las mismas de 2,5 cm de diametro, las que fueron
sumergidas en 1 mL de saliva artificial (pH = 6,8) a una temperatura de 25 °C. A
intervalos de tiempo predeterminados (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 y 150
min), las muestras fueron retiradas y pesadas, limpiando cuidadosamente el
exceso del medio antes de determinar su peso. Luego se colocaron nuevamente en
1 mL de medio para continuar con el procedimiento hasta la finalizaciéon del
ensayo o hasta la desintegracion de la matriz. El porcentaje de fluido adsorbido fue

calculado utilizando la Ecuacion 1:

Indice de hinchamiento = (Mt - Ms) / Ms [Ecuacién 1]

Siendo Mt el peso de la matriz a un determinado tiempo y Ms el peso inicial de

la matriz seca [63]. La prueba se realizé por triplicado.

Espectroscopia infrarroja

Los espectros infrarrojos (IR) con transformada de Fourier (FT-IR) se
obtuvieron utilizando un espectrofotometro FT-IR-Prestige-21 (Shimadzu, Tokio,
Japon) empleando pastilla de KBr (2 mg de muestra en 100 mg KBr) para la
determinacion del NM y los polimeros, y reflectancia total atenuada (ATR) con
cristal de diamante para el analisis de las matrices. El rango de escaneo fue de 700

a 3900 cm! con una resolucién de 4 cm!.

Microscopia electronica de barrido

La morfologia del NM, los polimeros y las matrices se investigd mediante
microscopia electrénica de barrido (MEB), empleando un microscopio electrénico
de barrido (SEM, AMR 1000, Leitz, Wetzlar, Alemania). Las muestras se montaron

en un soporte de aluminio por medio de un adhesivo conductor de doble faz. Este
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soporte se recubri6 con una fina capa de oro durante 15 min a 70-80 mTorr para
hacerlo conductor antes de obtener las micrografias. Todas las muestras se

examinaron utilizando una aceleracion de voltaje de 20 kV.

Calorimetria diferencial de barrido

Las propiedades térmicas del NM, de los polimeros y de las formulaciones se
evaluaron utilizando un calorimetro Shimadzu TA-60 (Kyoto, Jap6n). La masa
empleada de las matrices fue de 20 mg (equivalentes a 0,4 mg de NM) y NM en
polvo (5 mg) [64]. El instrumento fue calibrado utilizando indio y zinc como
estandares. Cada muestra, se colocd en un recipiente de aluminio prensado, y el
mismo fue calentado a una velocidad de 5 °C/min de 30 hasta 300 °C, bajo
atmosfera de Nz (flujo de 30 mL/min). Como referencia se emple6 un recipiente de

aluminio vacio.

Difraccion de rayos X

Para la obtencién de los difractogramas se utilizé un difractometro X'Pert
Philips 5000, en modo de reflexion a temperatura ambiente. El equipo operé con
radiacién CuKo (A = 1.540562 A), un voltaje de 40 kV, una corriente de 20 mA y el
intervalo de medicién utilizado fue de 10 a 50° con paso de 0,02° (206). El
ensanchamiento de picos bajos y el fondo se aseguraron utilizando una geometria
de haz paralela por medio de una lente de rayos X y un monocromador de grafito
colocado antes de la ventana del detector. La adquisicion y evaluacion de los datos

se realizaron con el paquete Stoe Visual-Xpow, version 2.75 (Alemania).

Estudio de disolucion del IFA y liberacion desde los sistemas

Los estudios de disolucion del NM en polvo y de las formulaciones se
realizaron en 900 mL de agua destilada conteniendo PEG 400 (1% v/v) a 37 °C,
utilizando un equipo de disolucién (Hanson Research, SR8 8-Flask Bath, Ontario,

Canada) equipado con paletas rotando a 50 rpm segiin USP XXIII [65]. Las matrices
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se fijaron al fondo de los vasos utilizando cianoacrilato como adhesivo, mientras
que el NM se dispers6 en el medio de disolucion. A diferentes intervalos de tiempo
(0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 90 min), se retiraron alicuotas de 5 mL a través de un
filtro de 0,45 pm. Se anadi6 un volumen igual del medio de disolucion después de
cada extraccion para mantener un volumen constante. La cantidad de NM liberado

se determind mediante UV a 272 nm. El ensayo se realiz6 por triplicado.

Actividad in vitro
Microorganismos y medios de cultivo

Se trabajé con C. albicans (ATCC 10231), C. glabrata (CCC115-00), C.
tropicalis (CCC148-13), C. parapsilosis (ATCC 22019) y C. krusei (ATCC 6258)
provistas por la American Type Culture Collection (ATCC) o de la Coleccion de
Cultivos del Centro de Referencia de Micologia (CCC). Estas cepas se hicieron
crecer en tubos en pico de flauta de agar Sabouraud-glucosa con cloranfenicol
(Difco Laboratories, Detroit, EEUU) a 28 °C por 24-48 h.

El in6culo se prepard de acuerdo con el documento M27 recomendado por el
Instituto de estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI) para levaduras, y se ajusté a 5 x 103 Unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL, mediante recuento en cAmara de Neubauer. Los
indculos se prepararon suspendiendo cinco colonias distintas en 5 mL de agua

destilada estéril y agitando en un mezclador de vortice durante 15 s [66].

Halo de inhibicion

El ensayo se realizé siguiendo las pautas del método de difusion de disco
descrito en el documento CLSI M44-A2 [67]. La prueba se llev6 a cabo en placas de
agar (150 mm de didmetro) que contenian medio agar Mueller-Hinton,
complementadas con 2% de dextrosa (2 g/100 mL) y 0,5 ug/mL de azul de
metileno, a una profundidad de 4,0 mm. C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.

parapsilosis y C. krusei se cultivaron en agar suplementado con Sabouraud-glucosa
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18-24 h antes de la prueba. La superficie de agar se inoculé sumergiendo hisopos
de algodon estériles en una suspension de inoculo (ajustado a una concentracién
de aproximadamente 1-5 10® UFC/mL) y sembrando la superficie de la placa en
tres direcciones. Se dejo secar la placa durante 20 min y luego se colocaron
porciones de las matrices sobre la superficie del agar. Se empleé al farmaco,
adherido a una cinta, como control. Las placas se incubaron al aire a 28 °C y se
leyeron a las 24 h. Después de 24 h de incubacion, se determinaron los diametros
de la zona de inhibicién de crecimiento (utilizando un calibre) producidos por cada
una de las matrices y por el farmaco adherido a la cinta. Los diametros fueron

medidos en 6 direcciones y se registro el valor medio [68].

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como valores medios * desviacion estandar
(DE). Se empleé el andlisis de varianza y, cuando el efecto de los factores fue
significativo, se aplic6 la prueba de rangos multiples de Tukey. Valores de p <0,05

fueron considerados significativos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Espesor, resistencia al plegamiento, resistencia a la traccion y elongacion

Como se observa en la Tabla I, las formulaciones cargadas y no cargadas con
NM presentaron valores de espesor en el rango de 0,21 + 0,01 a 0,70 + 0,20 mm el
cual resulta adecuado para evitar molestias cuando se aplique en el potencial
paciente, ya que una matriz de aplicaciéon bucal, en general, debe exhibir un
espesor entre 0,05 y 1 mm [69]. En particular, aquellas formulaciones basadas en
Q y Q-PC cargadas (1 y 2) y no cargadas con el faArmaco (6 y 7) mostraron los
valores mas altos de espesor. Ademas, en la formulaciéon Q-PC, se observé un
mayor DE en comparacién con las otras formulaciones, probablemente debido a
diferentes patrones de rugosidad en la superficie de la matriz.

La resistencia al plegamiento es el nimero de veces que una matriz se
puede doblar en el mismo lugar sin romperse ni agrietarse. Su evaluaciéon puede
dar una idea de la resistencia y de la flexibilidad de una formulacién, la que es
indispensable para manejarla facilmente para una aplicacién cémoda y segura.
Segun lo observado, las formulaciones formadas por 100% de PC (3 y 8) se
quebraron antes de ser dobladas 300 veces, por lo tanto no cumplieron el ensayo
de resistencia al plegamiento, mientras que todas las demas formulaciones
cumplieron con el ensayo. Estos resultados indican que estas matrices poseen una
alta resistencia a la manipulacidn, y buena flexibilidad para una aplicacién bucal
(Tabla I). Cabe destacar que la flexibilidad de las formulaciones no se vio afectada

cuando las mismas se cargaron con el fArmaco.
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La resistencia a la traccion es un requisito importante, ya que estas
formulaciones deben ser facilmente manipuladas por los pacientes sin romperse.
Como se puede observar en la Tabla ], las interacciones idnicas entre Q y PC
pueden generar matrices rigidas (alta resistencia a la traccion y baja elongacion),
que podrian producir molestias cuando se aplican. Las formulaciones basadas en
Q-HPMC mostraron valores de resistencia a la traccion mas adecuados (debido a
que se prefiere que las matrices exhiban una elevada resistencia a la tracciéon y a la
vez una elongacion relativamente alta) [70]. Se observo el valor mas bajo de
resistencia a la traccion para las matrices s6lo basadas en 100% Q, tanto cargadas
como no cargadas, demostrando que las interacciones del Q con otros polimeros
afectan sus propiedades mecanicas. Como se ve en la Tabla I, la elongacién de las
formulaciones 1y 5 (100% de Q y 100% HPMC) fue de 421 + 22% y 274 + 84%,
respectivamente, mientras que la formulacién que contenia 100% de PC no mostré
elongacién. La capacidad de elongacion se redujo en las formulaciones basadas en
combinacién de polimeros, la formulacién Q-HMPC present6 una elongacién de
150 + 62% y se observé un valor muy bajo para la matriz basada en Q-PC,
probablemente debido a la formacién de una matriz rigida, como resultado de las
interacciones entre los polimeros. Los resultados obtenidos de los ensayos de
resistencia al plegamiento, resistencia a la tracciéon y elongacion indican que la
manipulacién y la aplicacion de formulaciones basadas unicamente en PC serian
extremadamente dificiles de utilizar. Aunque la formulacién basada en Q-PC se
dobl6 300 veces sin romperse, sus propiedades de elongacién fueron deficientes.
El uso de diferentes concentraciones de plastificantes, o el empleo de plastificantes
internos como el sorbitol o glicerol, en lugar de PEG 400 (plastificante externo)
probablemente modifique las propiedades mecanicas de estas matrices [71].
Varios trabajos han reportado variaciones en las propiedades mecanicas de la
matriz al usar un plastificante en diferentes concentraciones y también cuando se
emplean diferentes plastificantes [72, 73]. En este trabajo, se selecciono el PEG 400
como plastificante, ya que ni el sorbitol ni el glicerol fueron capaces de solubilizar

al NM durante la formulacién de la matriz.
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Adhesividad in vitro

La adhesividad de las diferentes formulaciones se presenta en la Tabla II.
Como se puede observar, la adhesividad de las formulaciones basadas solo en Q o
en HPMC (cargadas y no cargadas con NM) fue muy similar (p >0,05). Resultados
similares fueron encontrados con las matrices basadas en las combinaciones Q-PC
y Q-HPMC (Tabla II). Finalmente cuando las matrices estuvieron basadas

Unicamente en PC su adhesividad fue nula.

Tabla II. Composicion de las formulaciones y resultados de adhesividad

Sistema Q PC HPMC | NM (2% p/p) | Adhesividad (N)
1 100% V 0,4+0,2
2 50% | 50% v 0,5+0,2
3 100% V 0
4 50% 50% V 0,4+0,1
5 100% \/ 0,4+0,1
6 100% - 0,4+0,1
7 50% | 50% - 0,5+0,2
8 100% - 0
9 50% 50% - 0,4+0,1
10 100% - 0,3+0,2

Las propiedades mucoadhesivas son una de las caracteristicas mas
importantes de los sistemas de administracién de farmacos por via bucal. La
adhesividad se produce por interacciones entre las matrices y la mucina. Estas
pueden ser tanto electrostaticas (a través de grupos amino del Q cargados
positivamente y residuos de acido sidlico de la mucina cargados negativamente, y

glucoproteinas del mucus) como del tipo hidrofébicas (a través de los grupos
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metilo de residuos acetilados del Q con los grupos metilo de cadenas laterales de
mucina) [74]. Ha sido reportado que los polielectrolitos aniénicos, como la PC,
forman enlaces mucoadhesivos mas fuertes que los polimeros neutros como la
HPMC u otros derivados de la celulosa [75]. Sin embargo, la hidratacién de los
polimeros limita su adhesividad. Por encima de un valor critico de hidratacion, se
produce una sobrehidratacion del polimero, conduciendo a la formacién de un
mucilago que carece de propiedades mucoadhesivas [76]. En este trabajo las
matrices basadas unicamente en PC, probablemente al tener sus cargas negativas
libres, sufren una sobrehidratacion al estar en contacto con saliva artificial, dando
lugar a matrices que no presentan propiedades mucoadhesivas. Entre las matrices
basadas en el polimero neutro (HPMC), el polimero catiénico (Q) y las
combinaciones de polimeros, no hemos encontrado diferencias significativas en su
adhesividad (p >0,05). Ademads, las formulaciones cargadas y no cargadas
mostraron propiedades mucoadhesivas similares, indicando que el NM no
modificod en gran medida la adhesiéon de dichas formulaciones poliméricas a la

encia de cerdo, utilizada como modelo.

indice de hinchamiento

Como se ve en la Figura 16, las formulaciones analizadas se hincharon en
diferentes grados, segun el polimero o la combinacién de polimeros formadores de
la matriz. Las formulaciones basadas en 100% de Q y 100% de PC mostraron un
indice de hinchamiento de 4,2 y 8,7 respectivamente, y se desintegraron después
de 30 min de ensayo. Alternativamente, la formulacién basada en 100% de HPMC
presentd un indice de hinchamiento de 6,1, desintegrandose después de 60 min.
Finalmente, las formulaciones basadas en las combinaciones Q-PC y Q-HPMC
mostraron un indice de hinchamiento de 1,4 y 4,6, respectivamente. En ambos

casos, después de 150 min, no se observo la desintegracion de las mismas.

30



—_
o
:

9
8
£ 8-
2
£ 7 —— Q-NM
= o —&— Q-PC-NM
(&3
£ —e— PC-NM
£ 51
i —— Q-HPMC-NM
= = —e— HPMC-NM
L 34
o
o= P

1 r

0 , ; . . . . . .

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (min)

Figura 16. Indice de hinchamiento de las matrices en saliva artificial a 37 °C

Espectroscopia infrarroja

Como se ve en la Figura 17, el espectro del Q mostr6 bandas a 1650 y 1420
cml correspondientes a los estiramiento asimétricos y simétricos del COO-y a
1599 cm~! correspondiente al estiramiento NH [77, 78] El espectro de la PC mostré
bandas tipicas en 1737, 1649, 1452 cm-1 asignadas al estiramiento C=0 de los
grupos carboxilo metilados y a la simetria antisimétrica y simétrica de los
estiramientos COO-, respectivamente [79]. Los picos caracteristicos de la HPMC se
presentan a 3450 cm~1 atribuidos al estiramiento OH, mientras que la banda entre
1650 y 1600 cm-! es atribuida a la presencia de vibracién del estiramiento C=0
para anillos ciclicos de seis miembros, la banda entre 1460 y 1350 cm-! es
atribuida al C-O-C de los anhidridos ciclicos y los picos en 1300-1250 cm-! son
debidos al epéxido ciclico, finalmente el pico a 950-1150 cm-1 es asignado al
enlace CO [80, 81].

Los espectros de IR de la formulacién basada en Q y PC mostraron cambios
significativos en la region correspondiente a la carbonilamida. Los grupos NH3*
(banda del Q a 1599 cm1) y la vibracion de estiramiento del COO- asimétrica y
simétrica a 1650 y 1420 cm1, respectivamente, cambiaron a 1640 y 1456 cm-1.

Ademas, se detecté un cambio correspondiente al pico C=0 de la PC de 1737 a
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1722 cm™1, lo que confirma las interacciones entre Q (NHs*) y PC (COO-) [82, 83].
Por el contrario, en el espectro IR de la matriz basada en Q y HPMC, no se
observaron cambios con respecto a los polimeros de partida, indicando

interacciones electrostaticas débiles entre estos polimeros.

HPMC

Q-PC

Q-HPMC

3500 3000 2500 2000 1500 1000 cm-1

Figura 17. Espectros IR de los polimeros y las matrices poliméricas

Microscopia electronica de barrido

La morfologia de los polimeros formadores de la matriz, el NM y las
formulaciones basadas en combinaciones de polimeros fueron analizadas por MEB.
El NM (Figura 18A) aparece conformado de pequefos cristales irregulares (10-30

um), mientras que el Q (Figura 18B) es una mezcla de particulas irregulares con un
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rango de tamafio de 100 a 300 pum y algunas mas pequefias (20-40 um). Como se
ve en la Figura 18C, la HPMC aparece como una mezcla de particulas planas
fibrosas y forma irregular presentando un tamafio de 11 a 200 um. Finalmente, la

PC (Figura 18D) se present6 como bloques rugosos en un rango de 20 a 300 pm.

Figura 18. Microscopia electronica de barrido. A) NM, B) Q, C) HPMC, D) PC, E-F) Vista
superficial de las matrices E) Q-HPMC, F) Q-PC); G-H) Corte transversal de las matrices G)
Q-HPMC, H) Q-PC

La morfologia de las formulaciones muestra que todas las matrices fueron
casi simétricas y distribuidas uniformemente. El analisis de la formulacion basada
en Q-PC mostr6 diferentes patrones y cavidades arrugadas (Figura 18F: vista

superficial y 18H: vista transversal), probablemente debido a fuertes interacciones
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electrostaticas entre el Q y la PC, como fue descripto por IR (Figura 17). Ademas,
este patron de rugosidad podria deberse, al menos en parte, a la inmiscibilidad
parcial entre dichos polimeros. La formulaciéon de Q-HPMC mostré una superficie
lisa (Figura 18E) que podria deberse a interacciones electrostaticas débiles,
mientras que los analisis de las secciones transversales de la matriz (Figura 18G)

demostraron una miscibilidad total de los polimeros [84].

Calorimetria diferencial de barrido

Los termogramas del NM, los polimeros de partida y las formulaciones se
muestran en la Figura 19. El NM present6 un pico endotérmico a 186 °C
correspondiente a su punto de fusién [85]. Sin embargo, en las formulaciones
cargadas, se observo la ausencia del pico endotérmico caracteristico del NM
sugiriendo que el farmaco se encuentra molecularmente disperso en la matriz
polimérica o ha pasado del estado cristalino al amorfo [86, 87]. Una razén
alternativa para explicar la ausencia del pico del NM puede ser que la
concentracion de NM en las formulaciones no sea detectada por el analisis de CDB.
Se ha informado que este método generalmente es incapaz de detectar
cristalinidad por debajo del 2%. Sin embargo, ha sido reportada la deteccién por
este método del NM en una concentracion de 0,4 mg empleando esta metodologia
[64]. Respecto al comportamiento de los polimeros, los termogramas de las
formulaciones Q-NM y PC-NM exhibieron eventos endotérmicos alrededor de 50°C
como resultado de la pérdida del solvente remanente utilizado para preparar las
matrices. El analisis de la formulacion HPMC-NM indic6 un leve evento
endotérmico en el rango entre 40 y 50 °C. Finalmente, la formulacion Q-HPMC-NM
mostré un pico endotérmico a 45 °C correspondiente a la pérdida del solvente
remanente, mientras que la formulacion Q-PC-NM exhibié un pico endotérmico

amplio a 245 °C [88], probablemente debido a la descomposicion de la matriz.
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Figura 19. Curvas de CDB para el NM y las formulaciones poliméricas

Difraccion de rayos X

El estudio de DRX se realiz6 para confirmar los resultados de los estudios de
CDB. Los difractogramas del NM, Q-NM, PC-NM, HPMC-NM, Q-PC-NM y Q-HPMC-
NM se presentan en la Figura 20. El difractograma del NM mostré picos agudos y
estrechos en angulos de difraccion (26): 13,05°, 14,49°, 15,59°, 16,22°, 18,55°,
20,80°, 21,57°, 22,95°, 25,19°, 26,15°, 27,32°, 29,9°, 31,82°, 33,12°, 36,6° y 40,69°,
con un patrdn cristalino tipico [89, 90]. Por otro lado, los difractogramas de las
distintas formulaciones no mostraron picos correspondientes al NM en estado
cristalino. Los estudios de rayos X estuvieron en concordancia con el analisis de
CDB que muestra que NM se encontraria en un estado amorfo en las
formulaciones, o que la concentraciéon de NM en las mismas esta por debajo del

limite de detecciéon del método [91]. Asi, tres posibilidades pueden haber ocurrido:
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(a) el NM se encontraria en un estado cristalino, pero su baja concentracién no es
detectada ni por la técnica de CDB ni por DRX; (b) el NM redujo parcialmente su
cristalinidad (por debajo de los limites de deteccion de los métodos empleados)
durante la formulaciéon de la matriz; o (c) el NM se transformé de un estado

cristalino a un estado amorfo.

MM HPMC-NM

Q-HPMC-NM

PC-NM

M‘mmm Q-PCNM
MMMM Q-NM

10 20 30 40 50 28

Figura 20. Difractogramas del NM y las formulaciones poliméricas

Estudio de disolucion del IFA y liberacion desde los sistemas

La Figura 21 muestra los estudios de disolucién del NM y las formulaciones
conteniendo NM. Como otros derivados imidazolicos, el NM presenta escasa
solubilidad acuosa y se clasifica como Clase II segin el Sistema de Clasificacién
Biofarmacéutico. Como consecuencia, después de 30 minutos de ensayo, solo se
solubiliz6 el 1,4% del farmaco (Q3o0 = 1,4%), mientras que todas las formulaciones
permitieron un aumento en la disoluciéon del NM a los 30 min: Q-PC (Qs0 = 28,6%),
Q-HMPC (Q30 = 47,3%), HPMC (Q30 = 85,9%), PC (Q30 = 96,8%) y Q (Q30 = 97,0%).

Finalmente, solo el 35% del farmaco, sin estar incorporado a las formulaciones, se
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encontr6 en solucién a los 90 min de ensayo. Por otro lado, se encontr6é que la
cantidad de NM liberada desde las matrices Q-PC, Q-HMPC, 100% HPMC, 100% PC
y 100% Q fue del 81,3, 84,9, 94,6,98,7 y 99,2%, respectivamente.
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Figura 21. Ensayo de disolucidon del NM y las formulaciones desarrolladas en 900 mL de

agua destilada conteniendo 1% v/v de PEG 400 a 37 °C

El estado amorfo de un fArmaco conduce a un estado sélido de alta energia
que aumenta su solubilidad y velocidad de disoluciéon. Adicionalmente, ha sido
reportado que diferentes fArmacos han mejorado su disolucién simplemente por el
agregado de agentes que aumentan su humectabilidad. Debido a que los polimeros
empleados en el desarrollo de las matrices poliméricas poseen propiedades
humectantes, se podria postular que si el NM se mantiene en estado cristalino, una
mayor humectacion del mismo podria reducir la aglomeracion de las particulas
hidrofobicas del farmaco, y en consecuencia aumentar su superficie de contacto
con el medio incrementando su disolucion [92]. La liberacion del NM disminuyé
cuando la matriz estuvo compuesta por la combinaciéon de Q y PC y en menor
medida por la combinacién de Q con HPMC. Las interacciones entre los polimeros
dentro de la matriz podrian disminuir, como consecuencia, la liberacién del

farmaco. Finalmente, las formulaciones basadas en un solo polimero (PC, HPMC o
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Q) fueron las que produjeron la mayor la velocidad de disoluciéon del NM,
probablemente debido al efecto humectante de los polimeros sumado a una

ausencia de interacciones fuertes en la matriz que retarden su liberacion.

Actividad in vitro - Halo de inhibicion

Como se muestra en la Tabla III, después de 24 h de ensayo, las
formulaciones basadas en Q-NM, Q-PC-NM y Q-HPMC-NM mostraron una mayor
actividad que el NM en polvo (p <0,05), frente a las cinco cepas de Candida
analizadas. Se encontré que la formulacién basada en Q sin NM también poseia
actividad antifungica contra las levaduras, mientras que las formulaciones basadas
en PC y HPMC sin NM no generaron ninguna inhibicién del crecimiento de tales

cepas.

Tabla III. Halos de inhibicién (en mm) producidos por las distintas formulaciones en

cepas de Candida
Sistema C. albicans | C. parapsilosis | C. tropicalis | C. krusei | C. glabrata

Q-NM 34+1 361 38+1 37+2 34+2
Q-PC-NM 37+2 40+3 4243 36+2 39+3
PC-NM 12+2 20+1 24+1 28+1 2612
Q-HPMC-NM 2342 43+2 43+4 37+2 41+3
HPMC-NM 27+1 3242 4043 312 21+2
Q 10+1 18+2 11+2 14+1 20+1

PC - - - - -

HPMC - - - - -
NM Control 18+1 31+1 22+1 22+1 34+3
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Los halos de inhibiciéon producidos por las matrices basadas en Q, Q-PC y Q-
HPMC, cargadas con NM fueron mayores que los producidos por el NM en polvo y
por las formulaciones que no poseian al fArmaco. La actividad encontrada en la
formulacién basada en 100% de Q sin farmaco podria ser atribuida a las conocidas
propiedades antimicrobianas del polimero. Estos resultados sugieren que
formulaciones basadas en 100% PC y 100% HPMC (cargadas con el farmaco)
inhibieron el crecimiento de las levaduras como consecuencia de la liberacién
efectiva de NM. Contrariamente, las formulaciones conteniendo Q fueron capaces
de inhibir el crecimiento de las cepas estudiadas por la combinaciéon de dos
factores: 1) La liberacion del farmaco desde la matriz y 2) la actividad

antimicrobiana del Q.

Seleccion de una potencial formulacion de aplicacion bucal

Cabe mencionar que las matrices Q-PC cargadas y no cargadas con el
farmaco exhibieron valores mas altos de espesor y DE, probablemente debido a las
fuertes interacciones entre los polimeros con carga opuesta. Ademds, las
interacciones i6nicas entre el Q y la PC podrian ser la razén de la rugosidad
observada por MEB en la superficie de las matrices [43].

La formulacién basada en 100% de PC presenté un indice de hinchamiento
significativo, probablemente debido a la presencia de grupos de acido carboxilico
libres que desempefian un papel importante en términos de captacion de agua
[93]. Al mismo tiempo, la PC, como muchas otras moléculas relacionadas cargadas
negativamente, exhibe caracteristicas de mucoadhesién notables relacionado con
fuertes interacciones entre sus restos de acido carboxilico y los grupos hidroxilo de
la mucina. Sin embargo, ha sido reportado que una gran captacion de agua produce
una disminucion notable de la mucoadhesion como ocurrié con la formulacién
basada sélo en PC, en donde el exceso de hidrataciéon observado en la formulacién
produjo la pérdida total de adhesividad. La formulacion Q-NM exhibi6 un gran
hinchamiento, lo que llevo a la formacion de una estructura muy fragil y facilmente

desintegrable, y como consecuencia, a la pérdida total de sus propiedades
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cohesivas [88]. El Q, un polimero catiénico insoluble en agua con importantes
propiedades de mucoadhesivas, exhibe un comportamiento de hinchamiento
dependiente del pH, generando una mayor retencién de agua en condiciones
acidas cuando los grupos amino libres estan totalmente protonados [94]. En este
caso, ya que el estudio de hinchamiento se realiz6 a pH fisioldgico simulando
saliva (pH = 6,8), la formulacion basada en 100% de Q exhibi6é un hinchamiento
menor que la formulacion basada en 100% de PC. Probablemente, este grado de
hidratacion moderado permitié que la formulacién de Q mostrara un valor
adhesivo potencialmente util (Tabla II) [95], debido a las interacciones entre los
grupos amino del Q y las estructuras aniénicas de la mucina. La HPMC, un polimero
no iénico, muestra caracteristicas mucoadhesivas a través de interacciones fisicas
y/o quimicas con los componentes de la mucosa. Ademas, en contacto con el agua,
este polimero se hidrata y se hincha, generando una capa gelatinosa, que puede
afectar sus propiedades de adhesion [94]. Cuando se comparé a la formulacién
basada en 100% de Q, con la formulacién basada en 100% de HPMC, esta ultima
mostré un mayor grado de hinchamiento y un comportamiento bioadhesivo
similar, lo que indica que la hidratacién mas alta de HPMC no afecté la adhesion a
la mucina. Por lo tanto, en este estudio, se pudo observar que las formulaciones
basadas en Q, Q-PC, Q-HPMC y 100% de HPMC mostraron caracteristicas similares
de adhesividad, siendo adecuadas como formulaciones para la cavidad bucal, en

comparacién con la formulaciéon basada en 100% de PC.
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CONCLUSIONES

En este capitulo se han desarrollado matrices mucoadhesivas cargadas con
nitrato de miconazol basadas en quitosano, pectina, hidroxipropil metilcelulosa,
quitosano-pectina y quitosano-hidroxipropil metilcelulosa. Segin los analisis
realizados, la formulacién basada en 100% de pectina mostr6 nulas propiedades
de elasticidad, elongacion, resistencia a la traccién y adhesividad, al mismo tiempo
presento6 alto indice de hinchamiento y una rapida desintegracion. La formulaciéon
basada en 100% de quitosano mostro baja resistencia a la traccion, alto espesor y
rapida desintegracién. Adicionalmente, la formulacién basada en 100%
hidroxipropil metilcelulosa presenté buenas propiedades mecanicas pero un alto
indice de hinchamiento y menor actividad antifingica que la formulacién basada
en quitosano. Respecto a las matrices basadas en mezclas de polimeros, se observé
que aquellas basadas en quitosano-pectina presentaron alto espesor y baja
elongacién, probablemente debido a las fuertes interacciones id6nicas entre los
polimeros formadores de la matriz, mientras que la formulacién basada en
quitosano-hidroxipropil metilcelulosa fue la formulacion mas apropiada en
términos de resistencia al plegamiento, propiedades mecanicas, y adhesividad. Fue
posible confirmar una correlacion directa entre las interacciones poliméricas
analizadas por espectroscopia infrarroja y la morfologia observada por
microscopia electrénica de barrido. La disolucion del nitrato de miconazol desde
las formulaciones fue mas rapida que la del IFA en polvo, probablemente debido a
una reduccion del estado cristalino del fArmaco en las formulaciones y/o a una
mejora en la humectabilidad del nitrato de miconazol, que puede conducir a una
reduccion en la aglomeracién de las particulas hidrofébicas del fArmaco con un
consiguiente aumento de la velocidad de disolucion. También se confirmé que las
formulaciones cargadas con el farmaco y basadas en 100% pectina y 100%
hidroxipropil metilcelulosa inhibieron el crecimiento de las diferentes especies de
Candida ensayadas como consecuencia de la liberacion efectiva del nitrato de
miconazol, mientras que las formulaciones basadas en quitosano fueron capaces

de inhibir el crecimiento de las levaduras mediante la combinacion de dos factores:
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la liberacion del nitrato de miconazol y las propiedades antimicrobianas propias

del quitosano.
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CAPITULO II

“Formulacion de matrices poliméricas
mucoadhesivas basadas en las interacciones
de un polimero cationico y distintos polimeros

anionicos con diferentes densidades de carga”
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CONSIDERACIONES GENERALES PARA EL
PRESENTE CAPITULO

Debido a que en el capitulo anterior hemos encontrado diferencias entre
matrices basadas en un polimero catiénico y un polimero aniénico (quitosano y
pectina, respectivamente) y aquellas basadas en un polimero catiénico y uno
neutro (quitosano e hidroxipropil metilcelulosa), hemos decidido analizar
diferentes matrices basadas en polimeros con diferentes densidades de carga. Para
ello se ha seleccionado al quitosano como polimero catiénico y a los polimeros
anidénicos carbopol, gelatina, goma arabiga y alginato. Estos polimeros presentan
diferentes densidades de carga, por lo que podrian interaccionar con el quitosano

en distinto grado, generando matrices con diferentes propiedades.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar matrices poliméricas mucoadhesivas basadas en las
interacciones entre un polimero catiénico y polimeros aniénicos con
diferentes densidades de carga.

e (aracterizar fisico-quimicamente los sistemas preparados: espesor, indice
de hinchamiento, difraccién de rayos X, espectroscopia infrarroja, analisis
térmico diferencial y microscopia electronica de barrido.

e Estudiar los sistemas obtenidos en cuanto a su adhesividad (en encias de
cerdo), resistencia a la ruptura y elongacion.

e Evaluar la liberacién del IFA desde las matrices y la actividad de los
sistemas mediante ensayos in vitro en cultivos de diferentes especies del

género Candida.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Q (230 KDa de peso molecular promedio y 80,6% de N-desacetilacion) fue
suministrado por Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, EE. UU.), GA (250KDa de
peso molecular promedio), GEL (tipo A de piel de cerdo, 125 Bloomvalue) y NM de
grado farmacéutico fueron adquiridas por Parafarm (Buenos Aires, Argentina).
ALG de sodio suministrado por Sigma-Aldrich Co (Buenos Aires, Argentina), y CB
(Carbopol® 971NF) por Lubrizol Advanced Materials, Inc. (Cleveland, OH, EE. UU.).

Todos los demas reactivos quimicos fueron de grado analitico.

Métodos
Preparacion de las matrices

Se prepard una soluciéon de Q (3% p/v) dispersando el polimero en una
solucion al 10% v/v de acido lactico (pH = 2,67) y dejandolo en agitacién por 24 h
[96]. Se prepararon soluciones acuosas de CB (1,5% p/v), ALG (1,5% p/v), GEL
(3% p/v) v GA (3% p/v). Todas las soluciones se obtuvieron a partir de la
dispersion del polimero en agua seguida de agitaciéon durante 24 h. Luego, la
solucién de Q (20 mL) fue goteada sobre cada una de las soluciones poliméricas
(20 mL), con agitacion magnética a 80 °C para evitar la precipitacion. Se solubilizd
NM (2% p/p respecto a la masa total de polimeros utilizados) en PEG 400 (30%
p/p) empleado como agente solubilizante del firmaco y a la vez como plastificante
de las matrices [97] y se afiadio a las soluciones poliméricas. Las mezclas se
agitaron a 200 rpm durante 2 h. Luego, las soluciones se vertieron en placas de
Petri de 9 cm de diametro y se secaron (72 h, a 40 °C y 58% de HR). Luego del
secado las matrices fueron neutralizadas (con una solucién buffer fosfato pH =
6,8), lavadas con agua destilada y nuevamente secadas [98]. Finalmente las
matrices secas fueron retiradas de las placas de Petri para su caracterizacion.

Adicionalmente, y siguiendo el mismo procedimiento, las mismas matrices fueron
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preparadas nuevamente como control pero sin el agregado de NM. La composicién

de las matrices poliméricas cargadas con NM se detalla en la Tabla IV.

Tabla IV. Composicion de las formulaciones cargadas con NM (2% p/p)

Sistema Q CB GEL GA ALG
1 100%
2 50% 50%
3 100%
4 50% 50%
5 100%
6 50% 50%
7 100%
8 50% 50%
9 100%

Caracterizacion de los sistemas

Se llevaron a cabo ensayos de espesor, resistencia al plegamiento,
propiedades mecanicas, indice de hinchamiento (hasta 240 minutos), adhesividad
in vitro, espectroscopia IR, MEB, DRX, estudio de disolucion del IFA y liberacién
desde los sistemas (con toma de muestra a 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,90 y 120 min) y
actividad in vitro (Halos de inhibicién) tal como se describié en “Materiales y

Métodos” del Capitulo 1.

Analisis térmico diferencial

El NM y las matrices se investigaron mediante el método de analisis térmico

diferencial (ATD), utilizando un equipo Shimadzu DTG60. Las muestras que
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consistieron en NM (2 mg) o fragmentos de matrices (100 mg) se calentaron a una
velocidad de 10 °C/min en el rango de temperatura entre 50 y 400 °C. Todas las

curvas se normalizaron por unidad de la masa.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Espesor de las formulaciones, resistencia al plegamiento y propiedades

mecanicas

Las formaciones basadas en 100% de CB mostraron una alta adhesividad y
flexibilidad, resultando dificil su manipulacién. Ademas, las formulaciones basadas
en 100% GEL y 100% GA resultaron extremadamente fragiles. Dado que los
polimeros CB, GEL y GA por si mismos no fueron adecuados para formular
matrices manipulables, s6lo fue posible analizar su hinchamiento, pero no se
analizaron las propiedades mecanicas de esas formulaciones.

Como se ha mencionado, las determinaciones de espesor son esenciales
para evaluar la incomodidad que pueden llegar a producir estas matrices en un
potencial paciente. El valor de espesor de las formulaciones oscilé entre 0,20 y
0,70 mm (Figura 22A), el cual es un rango apropiado para matrices de aplicacién
bucal [69]. Sin embargo, se observé una variacién significativa en el espesor de la
formulacion basada en Q-ALG, la que adicionalmente presenté rugosidad
superficial, visualmente detectable. Este hecho podria deberse a las interacciones
entre el ALG (polimero cargado negativamente y con alta densidad de carga) y el Q
(polimero catidnico) [43].

Las formulaciones basadas en Q-CB, Q-GEL, Q-GA y 100% de ALG mostraron
los valores de espesor mas bajos (p <0,05). Las formulaciones cargadas y no
cargadas con el farmaco exhibieron valores casi idénticos (p >0,05), demostrando
que la presencia del NM no modifica el espesor de la matriz.

Como se ha mencionado, la resistencia al plegamiento es el nimero de veces
que una matriz puede doblarse en el mismo lugar sin romperse ni agrietarse. Este
ensayo se realizd con el fin de evaluar la flexibilidad de la matriz, de modo que la
misma se pueda manipular facilmente, ser de cdmoda aplicaciéon, y evitar su
dislocacion del sitio de aplicacion o la ruptura de la misma durante la aplicacion.
Las formulaciones basadas en 100% ALG mostraron poca flexibilidad (se doblaron

10 veces antes de romperse), por lo tanto no cumplieron con el ensayo. El resto de
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las formulaciones (cargadas o no con NM) se doblaron al menos 300 veces sin

romperse, indicando una alta resistencia mecanica [99].
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Figura 22. Caracterizacidn de las formulaciones: A) Espesor, B) Resistencia a la

traccién y C) Elongacion

Los valores de resistencia a la traccion de las formulaciones basadas sélo en

Q (Figura 22B) mejoraron significativamente cuando se combind al mismo con CB,

GEL y ALG (p <0,05). La interaccion entre los polimeros anionicos y el Q (por

enlaces

ionicos, electrostaticos y/o puentes de hidrogeno) puede producir la
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mejora en la resistencia a la tracciéon [100]. La elongacién de las formulaciones
basadas Unicamente en Q disminuyd significativamente cuando el mismo se
combind con los polimeros anionicos (p <0,05) (Figura 22C). Dentro de ellas, la
combinacién Q-ALG mostr6 el menor valor de elongacion. Por lo tanto, en base a
los resultados obtenidos de espesor, resistencia al plegamiento, resistencia a la
traccion y elongacion, se puede sugerir que las formulaciones basadas en 100% Q,

Q-CBy Q-GEL serian las matrices mas adecuadas.

Adhesividad in vitro

Se realizaron pruebas mucoadhesivas in vitro para evaluar la capacidad de las
matrices de adherirse a la encia. Los valores de adhesividad de las formulaciones
se muestran en la Figura 23. Como se puede observar, la adhesividad de la matriz
basada unicamente en Q aumenté significativamente (p <0,05) cuando el polimero
se combiné con CB, GEL o ALG, mientras que al combinarlo con GA redujo la
adhesividad de la formulacion. El mayor aumento en la mucoadhesién se observé
cuando el Q se combin6é con CB. Hurler y colaboradores informaron que las
soluciones de CB y Q presentan una bioadhesividad similar entre si [101]. Sin
embargo, en este trabajo, las matrices de CB no fueron analizados ya que, como se
ha mencionado, cuando las soluciones se secaron para obtener las formulaciones,
aquellas basadas Unicamente en CB mostraron tanto adhesividad a las placas de
Petri como flexibilidad extremadamente altas, haciéndolas dificiles de manipular y
de analizar. Como se ha mencionado, ha sido reportado que el Q debido a estar
cargado positivamente podria interaccionar con la mucina (cargada
negativamente) por medio de interacciones electrostaticas y también mediante
interacciones hidréfobas, siendo responsable de su adhesividad [74].
Adicionalmente, los polimeros anidnicos interaccionan con las zonas cargadas
positivamente en el mucus [102].

En el caso de las matrices basadas en polimeros de carga opuesta, parte de
las cargas de los polimeros formadores de la matriz se encontrarian
interaccionando entre si y parte se encontraria disponible para interaccionar con

la mucosa. Los resultados del analisis de mucoadhesividad de las formulaciones
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indican que la presencia de grupos funcionales cargados en las cadenas
poliméricas le confieren a estas matrices un marcado efecto adhesivo respecto a la

matriz inicamente basada en GA que presenta baja densidad de carga.
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Figura 23. Adhesividad in vitro de las diferentes formulaciones

indice de hinchamiento

Las matrices se hincharon mostrando diferente comportamiento segun el
polimero empleado para la preparacién, o la combinacion de polimeros utilizados
en las formulaciones (Figura 24). Las formulaciones basadas en 100% CB (indice
de hinchamiento 9,5), ALG (indice de hinchamiento 8,4) o GEL (indice de
hinchamiento 6,3), se desintegraron después de 30, 10 y 10 min respectivamente.
La formulacién basada en 100% Q (indice de hinchamiento 4,2) se desintegré
después de 30 min. Las formulaciones basadas en polimeros con mayor densidad
de carga opuesta (Q-ALG y Q-CB) mostraron el indice de hinchamiento mas bajo:
1,5y 1,7 respectivamente, y se desintegraron entre 150 y 240 min. Finalmente, las
formulaciones basadas en Q-GEL y Q-GA se desintegraron a los 150 min y
mostraron un indice de hinchamiento de 6,2 y 2,8 respectivamente. Como se
observo, el hinchamiento estd fuertemente gobernado por la combinacién de los
polimeros empleados en el desarrollo de la matriz. La desintegracion de las
matrices formuladas a partir de un unico polimero fue rapida (Figura 24) por lo

tanto estos sistemas no son adecuados para la administraciéon controlada de
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farmacos. Sin embargo, la combinacién entre el Q y la GEL retrasa la desintegraciéon
mas de cinco veces en comparacion a las matrices formadas a partir de un tnico
polimero Las matrices basadas en Q-GA y Q-CB mostraron resultados similares,
mientras que las formulaciones basadas en Q-ALG persistieron sin desintegrarse
durante los 240 min del ensayo. La combinacion de Q con GEL, GA, CB y ALG
produjo un menor indice de hinchamiento y un aumento importante en el tiempo
de desintegraciéon. Es posible postular que las interacciones i6nicas entre las
moléculas producen una union fuerte y no covalente entre los polimeros
formadores de la matriz, esto generaria matrices con menor afinidad por los
fluidos y por lo tanto presentarian menor capacidad de hinchamiento, lo que seria

adecuado para no producir molestias al potencial paciente.
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Figura 24. Indice de hinchamiento de las diferentes formulaciones

Ademas, se observo una relacion entre los valores de adhesividad y el
hinchamiento a los 5 min (Figura 25). Peh y Wong han informado que el
hinchamiento del polimero es un factor importante en su comportamiento
adhesivo [61]. En las matrices basadas en un tnico polimero cargado puede
ocurrir un efecto de “super absorcion” ya que sus grupos carboxilo y amino libres

desempefian un papel importante en la captacion de agua [83]. Por otro lado, en las
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formulaciones basadas en combinaciones entre polimeros con carga opuesta, los
grupos amino del Q interactian con los grupos carboxilicos de los polimeros
anidnicos. Estas interacciones probablemente reducen el nimero de grupos amino
y carboxilos libres, disminuyendo asi la capacidad de retencién de agua de estas
matrices y aumentando el tiempo de desintegracion. En la Figura 25 se puede
observar que la adhesividad aument6 con el grado de hidratacion de los polimeros
a los 5 min de ensayo. Sin embargo, el exceso de hidratacion observado en las
matrices formuladas s6lo con CB, GEL, GA y ALG (indice de hinchamiento mayor a
2) produjo la pérdida completa de adhesividad en estas matrices, probablemente
debido al desprendimiento originado en la interfaz “polimero/tejido” por la

formacién de un gel sin propiedades adhesivas [61, 76].

5+ B Adhesividad (N)
—4#—Indice de hinchamiento (5 min)

Q Q-CB CB Q-GEL GEL Q-GA GA Q-ALG ALG

Figura 25. Relacion entre la adhesividad y el indice de hinchamiento a los 5 min

Microscopia electronica de barrido

En la Figura 26 se presentan las imagenes obtenidas por MEB del NM, los
polimeros y la vista superficial de las matrices basadas en Q-GEL, Q-GA, Q-CB y Q-
ALG. El NM (Figura 26A) se observo como pequeiios cristales irregulares (10-20
um). El Q present6 una morfologia de bloques irregulares con tamafos entre 100-

300 pum y algunas particulas mas pequefias de 20 a 40 pm (Figura 26B), la GEL
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(Figura 26C, 100-500 pm), la GA (Figura 26D, 20-100 pm) y el CB (Figura 26E, 5-
60 pum) aparecen como bloques con una superficie lisa, mientras que el ALG
(Figura 26F, 50-300 um) presenta una superficie rugosa con algunas particulas
mas pequenas (20-60 um).

La formulacién basada en Q y GA mostrd una superficie homogénea y lisa
(Figura 26H), mientras que las formulaciones basadas en Q y GEL (Figura 26G) y Q
y CB (Figura 26I) presentaron algunos signos de rugosidad. Por otro lado, la
formulacion Q-ALG obtenida por combinacion de polimeros con alta densidad de
carga opuesta presentan diferentes patrones de rugosidad y cavidades (Figura
26]). Es importante sefialar que en las formulaciones Q-GA, Q-GEL y Q-CB, se
observa una estructura densa y compacta, sugiriendo una alta integridad

estructural y una buena compatibilidad entre los componentes [103].

Figura 26. Microscopia electronica de barrido. A) NM, B) Q, C) GEL, D) GA, E) CB, F) ALG,
G) Seccion superficial de las matrices G) Q-GEL, H) Q-GA, I) Q-CB y ]) Q-ALG
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Espectroscopia infrarroja

Las interacciones entre los polimeros se observaron a partir de los espectros
IR entre 700 y 1700 cm-1. El espectro de Q mostré una banda ancha con un maximo
a 3450 cml, asignada a la vibracion de estiramiento de los grupos OH y NH
asociados por enlace de hidrégeno intra e intermolecular; una banda de absorcién
caracteristica a 2925 cm! asignada a la vibracién de estiramiento del enlace CH;
una banda a 1643 cm! que corresponde a la amida [; y dos bandas fuertes a 1595
cm (flexion NH2) [104] y a 1420 cm1, debido a la vibracién de estiramiento de la
sal de acido carboxilico COO- [82]; y finalmente una banda a 1173 cm que
corresponde a los grupos amino [105]. El espectro del ALG mostr6 vibraciones de
estiramiento asimétricas y simétricas del carboxilato a 1649 y 1460 cml. La GA
mostré dos bandas fuertes a 1630 cm! y 1440 cm! debido a la vibracién de
estiramiento asimétrica y simétrica de la sal de acido carboxilico COO- [82]. El
espectro de la GEL mostroé los picos de vibracion de estiramiento de COO- a 1680
cmly 1640 cm! (banda de la amida I), mientras que la banda de amida II (NH
vibracion de flexion) se observé a 1535 cm-! [103, 107]. Finalmente, la banda de
absorciéon del CB a 1708 cm-! se asigné a la vibracion de estiramiento de COO- de
los grupos carboxilicos.

Todas las formulaciones basadas en la combinacion de polimeros
mostraron una banda ancha caracteristica a 3348 cml en el espectro IR,
correspondiente a los grupos OH de los polimeros, superpuesta a la banda de
estiramiento de NH. Esta banda ancha se relaciona al enlace de hidrégeno
involucrado en la interaccion entre polimeros. La vibracién de estiramiento CH se
observo a 2926 cm-l. Los espectros de IR de las formulaciones basadas en
polimeros con carga opuesta se modificaron significativamente en la region
carbonilamida. En la Figura 27 se presentan los espectros acotados entre 700-
1700 cm! a fin de apreciar los desplazamientos producidos por las interacciones
poliméricas mas facilmente.

Los grupos NH3* (banda de Q a 1595 cm1) y la vibracién de estiramiento del
COO- asimétrico y simétrico a 1643 cml y 1420 cm'l, respectivamente, se

desplazaron. Ademas, los picos de C-O de los polimeros aniénicos se desplazaron:
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de 1649 cm1a 1722 cm! (ALG), de 1680 cm1a 1718 cm! (GEL), de 1708 a 1726
cm1 (CB),yde 1630 a 1714 cm-! (GA), indicando las interacciones entre los grupos
NHs* del Q y los grupos COO- de todos los demas polimeros [82, 103, 108]. Aunque
varios trabajos han utilizado este cambio como indicador de la formacion de
complejos polielectroliticos entre los polimeros formadores de las matrices,
también se ha informado que los picos que aparecen alrededor de 1720, 1458,
1242 y 1121 cm! podrian deberse al acido lactico y/o al lactato residual utilizado
para obtener las matrices [108]. Por lo tanto, otros cambios fueron analizados para
asegurar que la formacion de los complejos polielectroliticos tuviese lugar.

El espectro Q-ALG (Figura 27) estuvo en concordancia con el obtenido por Li
y colaboradores [105]. El pico de amida I se desplaz6 de 1643 a 1654 cm1, y el pico
del grupo amino (1173 cm) se encontré ausente. Estos cambios sugieren la
formaciéon del complejo Q-ALG como resultado de la interaccién iénica entre los
grupos carbonilo cargados negativamente (COO-) del ALG y los grupos amino
cargados positivamente (NHs*) del Q [105]. El espectro de la formulacién basada
en Q-GA mostr6 que el pico de la amida I se desplaz6 de 1643 a 1655 cmL. Los
grupos NHs* y las vibraciones de estiramiento COO- asimétricas y simétricas a
1595 cm?! y 1420 cm! desaparecieron, indicando una interaccion electrostatica
entre los grupos amino del Q (NHs*) y los grupos carboxilo (COO-) de la GA, esto se
encuentra en concordancia con datos reportados previamente [82]. De manera
similar, el espectro de la formulacién basada en Q-GEL mostro6 que el pico de amida
I se desplazé6 de 1643 a 1652 cm! y la banda de NHs* y la vibracién de
estiramiento COO- simétrica y asimétrica a 1600 cm'1 y 1420 cm! desaparecieron,
indicando una interaccion electrostatica entre los grupos amino del Q y los grupos
carboxilo de la GEL. Finalmente, el espectro IR de la formulacion basada en Q-CB
mostro que el pico de 1595 cm-1, asignado a la banda de amina del Q, se desplazé a
1640 cml, indicando que el grupo amina estaba protonado en la matriz. Las
bandas a 1540 y 1415 cm-! se asignaron al estiramiento simétrico y asimétrico del
grupo COO-, indicando que el complejo Q-CB se formd6 por una interaccion

electrostatica entre el grupo COO- del CB y el grupo NH3* del Q [109].
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Figura 27. Espectros IR de los polimeros de partida y las formulaciones poliméricas

Analisis térmico diferencial

El ATD para el NM, los polimeros y las diferentes formulaciones se muestran

en la Figura 28. El NM presenta un pico endotérmico agudo a 186 °C

57



correspondiente al punto de fusién del farmaco en estado cristalino. El pico
endotérmico del NM desaparecié en los termogramas de las formulaciones,
indicando que la concentracion del farmaco se encuentra por debajo del limite de
deteccién, o que el mismo se dispers6 molecularmente en la matriz polimérica o

que se transformé de un estado cristalino a un estado amorfo [86, 87].
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Figura 28. Analisis térmico diferencial para el NM, los polimeros y las diferentes

formulaciones poliméricas

Todos los polimeros mostraron un comportamiento térmico similar. Las
curvas presentaron picos endotérmicos entre 40 y 60 °C, atribuidos a la pérdida de
agua, seguidos de un pico exotérmico entre 250 y 300 °C, que corresponde a la
degradacion del polimero [110]. El contenido de agua en las matrices fue mayor
que en los polimeros de partida y que en el farmaco. Durante la formulacion de las
matrices, se mezclaron soluciones de los diferentes polimeros y luego se secaron.

Sin embargo, el proceso de secado no se llevo a cabo hasta el peso constante, ya
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que si se hubiera hecho de esa manera, las propiedades mecanicas de las
formulaciones (como la elongacién y la flexibilidad, entre otras), se habrian
reducido.

Las formulaciones basadas en polimeros de carga opuesta presentaron dos
picos endotérmicos (80-100 °C y 150-210 °C), que pueden corresponder a la
evaporacion del agua unida en las matrices poliméricas. Se ha informado que
pueden ocurrir tres tipos diferentes de interacciones entre el agua y los polimeros
en los hidrogeles, las que presentan picos endotérmicos diferentes. El primer pico,
en la region 40-60 °C, corresponde a la liberacion de agua libre; el segundo, en la
region 80-120 °C, corresponde a la liberacién de agua unida a través de enlaces de
hidrégeno; y finalmente, el tercer pico, mas de 160 °C, esta relacionado con la
liberacion de agua unida mas estrechamente a través de interacciones polares con
grupos carboxilato. Como se puede observar en la Figura 28, las formulaciones
mostraron tener agua unida tanto a través de enlaces de hidrégeno como a través
de interacciones polares con grupos carboxilato. Los analisis térmicos mostraron
que todas las matrices fueron estables hasta 100 °C, siendo apropiado para las
formulaciones que se aplicaran en la mucosa oral (37 °C). Finalmente, debe
mencionarse que el pico a aproximadamente 300 °C, tipico del Q puro, no se
observo en las formulaciones basadas en polimeros con carga opuesta, indicando
interacciones entre los polimeros que conforman las matrices. La desaparicién de
este pico ha sido considerada como una prueba de la interaccién de los polimeros

[110].

Difraccion de rayos X

El estudio de DRX se realiz6 para confirmar los resultados de los estudios
térmicos y completar la caracterizacion de las formulaciones. Los patrones de DRX
del NM, los polimeros y formulaciones se muestran en la Figura 29. El espectro del
NM present6 picos agudos y estrechos en los angulos de difracciéon (26): 13,05°,
14,49°, 15,59°, 16,22°, 18,55°, 20,80°, 21,57°, 22,95°, 25,19°, 26,15°, 27,32°, 29,9°,
31,82°, 33,12°, 36,6°, y 40,69°, mostrando un tipico patrén cristalino [89, 90]. Por
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otro lado, los DRX de las formulaciones no mostraron los picos correspondientes al

NM cristalino. Esto concuerda con los resultados obtenidos por ATD, y permite

postular que el NM estaria en un estado amorfo en las matrices o que la

concentracion del NM en las formulaciones esta por debajo del limite de deteccién

[91]. El Q mostr6 un pico de alrededor de 20° relacionado con cristales de Q

anhidro [111]. El difractograma del ALG consisti6 en dos picos cristalinos a 13,7° y

23,0°. La GEL solo tuvo un pico cristalino tipicamente ancho a 21,8° [112] mientras

que la GA mostro6 un pico a 19,5° [113] y el CB a 18°[114].
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Figura 29. Difractogramas del NM, los polimeros y formulaciones poliméricas
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En los espectros de formulaciones basadas en polimeros con carga opuesta,
el pico tipico del Q desaparecid, sugiriendo que la introduccién de polimeros
anidnicos interrumpe la estructura cristalina del mismo. Los grupos amino e
hidroxilo del Q forman complejos con grupos carboxilicos de polimeros anidénicos,
estos complejos pueden romper el enlace de hidrégeno generado entre los grupos
amino y los grupos hidroxilo propios del Q, dando como resultado una estructura

amorfa [112, 116].

Estudio de disolucion del IFA y liberacion desde los sistemas

En la Tabla V se presentan los valores de disolucion a los 30, 60, 90 y 120
min (Q30, Qe0, Qoo y Q120) obtenidos para el NM y las diferentes formulaciones. Las
matrices basadas en Q-GA, Q-GEL, Q-CB y Q-ALG mejoraron la velocidad de
disolucion del NM. El NM en polvo, s6lo mostré un 23% de liberacion después de
60 min de ensayo, mientras que las formulaciones cargadas con NM liberaron mas
del 99% del farmaco al mismo tiempo. La reduccion del estado cristalino del NM o
su pasaje a un estado amorfo seria la razén principal para la mejora en la

liberacién del fArmaco desde las formulaciones.

Tabla V. Valores de liberacién del farmaco después de 30, 60, 90 y 120 min

Sistema | Q30(%) | Qe0(%) | Qoo (%) | Q120 (%)

NM 2%1 23%2 35«1 46+3

Q-GA-NM 52+2 99+3 99+2 99+3

Q-ALG-NM | 694 99+1 99+2 100+2

Q-CB-NM 73%6 99+1 1001 99+2

Q-GEL-NM 64+4 99+2 100+2 1001
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Actividad in vitro - Halo de inhibicion

Una formulacién basada s6lo en Q y sin NM y un disco adhesivo conteniendo
NM en polvo se emplearon como controles. La formulacién basada en 100% Q
mostr6 una zona de inhibicibn que podria explicarse por la actividad
antimicrobiana previamente informada del polimero (Tabla VI), generando una
matriz con propiedades antifingicas. Ha sido reportado que la unién entre los
grupos amino protonados del Q con moléculas de la superficie celular de los
microorganismos cargadas negativamente es responsable de la actividad
antimicrobiana del polimero [117, 118]. Este postulado esta respaldado por los
hallazgos de Seyfarth y colaboradores, quienes informaron que un derivado del Q
que no presenta grupos amino protonables (la N-acetil-D-Dextrosamina quitosano)
no produjo inhibicién del crecimiento de C. albicans ni de C. krusei y que solo
redujo ligeramente el crecimiento de C. glabrata [118].

Las formulaciones cargadas con NM mostraron una mayor actividad
después de 24 h de ensayo que el NM (farmaco en polvo) (p <0,05). Los diametros
de los halos de inhibicion de crecimiento obtenidos en los cultivos de C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei se presentan en la Tabla VI. Estos
resultados muestran que todas las formulaciones permitieron la liberacion del NM,
y ademas, que el NM puede actuar en combinacidn con la actividad antimicrobiana
propia del Q. La Figura 30A presenta la inhibicion del crecimiento como areas
oscuras alrededor de las matrices para el cultivo de C. glabrata, y la Figura 30B
muestra la comparacion entre las actividades antifingicas del farmaco puro, la
formulacion de Q sin NM, y las formulaciones Q-GEL-NM y Q-CB-NM. El analisis de
varianza seguido de la prueba de Tukey mostraron diferencias significativas entre
la actividad de la formulacion Q-GEL-NM y el farmaco puro (p <0,05), y también
entre Q-GEL-NM y la matriz basada en Q (p <0,01). La actividad del NM contra
todas las levaduras ensayadas fue mayor que la de la matriz de Q (p <0,05). Dado
que la matriz de Q sin NM no mostr6é una buena actividad contra C. albicans, C.
tropicalis y C. krusei no se esperaron diferencias significativas entre el farmaco
puro y las formulaciones Q-GEL-NM y Q-CB-NM. Sorprendentemente, ambas
formulaciones (Q-GEL-NM y Q-CB-NM) mejoraron la actividad del NM (p <0,05).
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Este hecho probablemente esté relacionado con la mayor disoluciéon del NM

cuando esta en las formulaciones (Tabla V), pudiendo mejorar su difusiéon en el

medio de agar. Este aumento en la difusion del NM puede explicar la mayor

actividad de las formulaciones con respecto al fArmaco en estudio. Por lo tanto,

seria posible producir una nueva forma farmacéutica basada en una matriz

polimérica que contenga Q y NM, que podria cargarse con una baja concentracién

de farmaco y, sin embargo, producir el mismo efecto terapéutico contra diferentes

especies de Candida.

Tabla VI. Halos de inhibicién (en mm) producidos por las distintas formulaciones en cepas

de Candida

Sistema C. albicans | C. parapsilosis | C. tropicalis | C. krusei | C. glabrata
Q-NM 3242 35+3 36+2 3543 33+2
Q-GEL-NM 27+3 44+2 43+2 3543 43+3
Q-GA-NM 19+2 21+2 30+1 18+2 36+2
Q-ALG-NM 331 43+3 46+2 40+3 37+2
Q-CB-NM 26%1 34+2 3242 30+2 37+2
ALG-NM 23+2 32+2 34+2 30+2 36+2
Control NM 19+1 30+1 20+1 21+1 25+3
Q 6+1 16+2 8+2 6+1 18+2
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CONCLUSIONES

En este capitulo se desarrollaron nueve diferentes formulaciones cargadas
con nitrato de miconazol empleando cinco polimeros con diferentes densidades de
carga. El carbopol, la gelatina y la goma ardbiga por si mismos no fueron adecuados
para formular matrices manipulables. La formulaciéon basada en 100% de alginato
mostré poca flexibilidad y se rompié durante el ensayo de plegamiento. La
formulacién basada en quitosano-alginato fue rigida, pudiendo producir molestias
al potencial paciente. Por otro lado, la formulacién basada en quitosano-goma
arabiga presentd poca resistencia a la tracciéon y adhesividad, indicando que
pueden sufrir una facil dislocacion del sitio de aplicacion. Todas las formulaciones
analizadas permitieron una disolucion del nitrato de miconazol mas rapida que la
del farmaco puro, probablemente debido al estado amorfo del mismo en las
formulaciones, confirmado por analisis térmico diferencial y difraccién de rayos X.
Se analiz6 la actividad antifingica in vitro contra los cinco patégenos flngicos
oportunistas mas importantes pertenecientes al género Candida, mostrando un
aumento significativo en la actividad del nitrato de miconazol cuando se lo
combiné con quitosano. En base a estos resultados, las formulaciones mas
apropiadas fueron aquellas basadas en quitosano-gelatina y quitosano-carbopol.
Estas formulaciones mostraron buenas propiedades mecanicas y adhesividad, un
indice de hinchamiento relativamente bajo, mejoraron la velocidad de liberacion
del farmaco y también mostraron una mayor actividad in vitro contra cultivos de

diferentes especies de Candida respecto al nitrato de miconazol.
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CAPITULO III

“Efecto de la incorporacion del NM, suspendido
o previamente solubilizado, en las

caracteristicas de las matrices poliméricas”
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CONSIDERACIONES GENERALES PARA EL
PRESENTE CAPITULO

Debido a que hemos encontrado gran cantidad de bibliografia que emplean al
IFA de manera suspendida en las matrices poliméricas [120, 121] y otros trabajos
que utilizan al IFA solubilizado en las mismas [68, 122, 123], decidimos en este
trabajo de Tesis analizar la influencia de la forma de incorporaciéon del farmaco
modelo en la formulacién de matrices poliméricas. Las matrices mucoadhesivas se
basaron en la interaccién de un polimero catidnico (Q) y diferentes polimeros

aniénicos (C).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar matrices basadas en polimeros con carga opuesta adicionando
al IFA previamente solubilizado (como se ha llevado a cabo en los capitulos
anteriores) o de manera suspendida.

e C(Caracterizar fisico-quimicamente los sistemas preparados en cuanto:
espesor, indice de hinchamiento, microscopia éptica, difracciéon de rayos X,
espectroscopia infrarroja, andlisis termogravimétricos, calorimetria
diferencial de barrido y microscopia electrénica de barrido.

e Estudiar los sistemas obtenidos en cuanto a su adhesividad (en encias de
cerdo), resistencia a la ruptura y elongacion.

e Evaluar la liberacion del IFA desde las matrices y la actividad de los

sistemas mediante ensayos in vitro en cultivos de C. albicans.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Q (230 KDa de peso molecular promedio y 80,6% de N-deacetilacion) fue
suministrado por Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, EE. UU.), x, Ly A-C de grado
alimentario fueron donados por FMC BioPolymer (Filadelfia, PA), y NM de grado
farmacéutico (pureza del 99,49%) por Parafarm, (Buenos Aires, Argentina). Todos

los demas reactivos fueron de grado analitico.

Métodos
Preparacion de las matrices

Se preparé una solucién de Q (3% p/v) dispersando el Q en una solucién de
acido lactico al 10% v/v (pH = 2,67). Posteriormente, se afiadié polisorbato 80
(Tween 80) en una concentracion de 0,1% v/v a esta solucion, con el fin de obtener
una dispersion homogénea al agregar el IFA (en las matrices con el farmaco
suspendido). En paralelo, se prepararon soluciones acuosas de x, L0 A-C (1% p/v) y
se agitaron durante 24 h a fin de asegurar la completa disolucién de los polimeros.
Cada solucion polimérica (10 mL) se gote6 sobre la solucién de Q (10mL) bajo
agitacion magnética a 80 °C para evitar la precipitacion. Posteriormente, se afiadio
PEG 400 (30% p/p), empleado como plastificante, y se agit6 a 200 rpm durante 2
h. Finalmente, se afadié NM (8% p/p) tamizado (tamiz de abertura de 840 pm) a
la mezcla y se agitd durante 2 min (formulaciones 8-14, Tabla VII). Las
suspensiones resultantes se vertieron en placas de Petri y se secaron en estufa a 40
°C durante 48 h y 58% HR. Finalmente las matrices secas fueron retiradas de las

placas de Petri para su caracterizacion.
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Tabla VII. Composicion de las formulaciones

Namero | Formulacion Q -C k-C A-C NM (8% p/p)
1 Q 100% - - - -
2 -C - 100% - - -
3 Q--C 75% 25% - - -
4 K-C - - 100% - -
5 Q-x-C 75% - 25% - -
6 A-C - - - 100% -
7 Q-A-C 75% - - 25% -
8 Q-NM-SUS 100% - - - Suspendido
9 -C-NM-SUS - 100% - - Suspendido
10 Q--C-NM-SUS 75% - 25% - Suspendido
11 k-C-NM-SUS - - 100% - Suspendido
13 Q-k-C-NM-SUS 75% - 25% - Suspendido
12 A-C-NM-SUS - - - 100% Suspendido
14 Q-A-C-NM-SUS 75% - - 25% Suspendido
15 Q-NM-SOL 100% - - - Solubilizado
16 -C-NM-SOL - 100% - - Solubilizado
17 Q-1-C-NM-SOL 75% 25% - - Solubilizado
18 k-C-NM-SOL - - 100% - Solubilizado
19 Q-k-C-NM-SOL 75% - 25% - Solubilizado
20 A-C-NM-SOL - - - 100% Solubilizado
21 Q-A-C-NM-SOL 75% - - 25% Solubilizado

Se realizé un procedimiento similar, pero esta vez se solubilizé previamente

el NM en PEG 400 como en los anteriores capitulos (agitacion a 200 rpm durante 2

h) y luego se agregd a las soluciones poliméricas. La composicion de las matrices
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poliméricas empleando esta metodologia se detalla en la Tabla VII (formulaciones
15-21).

Adicionalmente fueron preparadas como control las mismas matrices pero
sin el agregado de NM (formulaciones 1-7, Tabla VII).

Cabe destacar que la concentracion de NM empleada en este capitulo (8%
p/p) fue mayor que en los capitulos anteriores y la concentracion de polimeros
menor (10 mL de Q (3% p/v) y 10 mL de C (1% p/v). Este hecho se debe a que se
buscaron condiciones de trabajo que permitan evidenciar si existen diferencias

entre las matrices cargadas con el fairmaco suspendido o solubilizado.

Caracterizacion de los sistemas

Se llevaron a cabo mediciones de espesor, resistencia al plegamiento,
propiedades mecanicas, adhesividad in vitro, indice de hinchamiento (en este
capitulo los tiempos predeterminados para retirar y pesar las muestras fueron 0, 5,
10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 y 1440 min), DRX, MEB, estudio
de disolucién del IFA y liberacién desde los sistemas (con toma de muestra a 0, 10,
20, 30, 40, 50, 60,90, 120 180, 240, 300 y 360 min de ensayo) y actividad in vitro

(Halo de inhibicidn) tal como se describi6 en el Capitulo I.

Microscopia dptica

El analisis de la morfologia superficial de las diferentes formulaciones se
realiz6 con un microscopio Optico Mikoba S350 (Buenos Aires, Argentina)
acoplado a una camara DCM500 para la obtencién de las imagenes digitales. El

objetivo utilizado fue de aumento 40x.
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Analisis térmicos

El andlisis termogravimétrico (ATG) se realiz6 con un analizador térmico TG
HI-Res (TA Instruments) a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min desde

temperatura ambiente hasta 650 °C en flujo de aire.

Las pruebas de CDB se realizaron utilizando un equipo Linseis DSC PT1000,
de 25 a 250 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min bajo flujo de

nitrégeno.

Actividad in vitro - Tiempo de muerte

Las curvas de tiempo de muerte se realizan para evaluar el tiempo requerido
por las diferentes formulaciones para erradicar un inéculo de C. albicans
estandarizado. Previo a la realizacién de este ensayo se evalud la concentracién
fungicida minima (CFM) del NM; con la metodologia que se describird en el
Capitulo V. Los organismos de prueba se incubaron con agitacién en un medio de
caldo de Sabouraud-glucosa que contenia las diferentes formulaciones (discos de
2,5 mm, o un contenido equivalente de NM en polvo como control). Se tomaron
alicuotas a 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 min y 24 h, las mismas se diluyeron y se
sembraron en una placa de agar Sabouraud-glucosa. Las placas se incubaron
durante 24 h y se evaluaron las colonias viables. Las curvas de muerte se
construyeron determinando el nimero de UFC/mL que sobrevivieron en cada
tiempo en presencia y ausencia de las matrices o del NM sin tratamiento [124,

125].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Espesor y resistencia al plegamiento

Las formulaciones basadas solo en (-C, k-C y A-C no pudieron ser analizadas.
Las matrices basadas en 100% de k-C fueron demasiado fragiles para ser
manipuladas, mientras que las matrices basadas en 100% de 1-C o 100% de A-C
fueron extremadamente elasticas y presentaron una muy elevada adhesividad a las
placas de Petri, y por lo tanto estas formulaciones fueron descartadas.

Los espesores de las diferentes formulaciones (cargadas con NM y sin
agregado de IFA) se presentan en la Figura 31. Como se puede observar, todas las
formulaciones oscilaron entre 0,55 * 0,08 y 0,93 + 0,05 mm. Como se ha
mencionado previamente, estos valores de espesor son adecuados para evitar
molestias cuando se aplican en la encia del potencial paciente [69]. No se
observaron diferencias significativas (p> 0,05) entre el espesor de las diferentes
formulaciones. Por lo tanto, en base a estos resultados, se puede postular que la
incorporacién del fArmaco en la matriz, ya sea como un s6lido (formulaciones con
farmaco suspendido) o como una soluciéon (formulaciones con el farmaco
solubilizado en el PEG 400), no afecta al espesor de la formulacidn.

Con respecto a la resistencia al plegamiento, todas las formulaciones
cargadas con NM y descargadas, se plegaron al menos 300 veces sin romperse,
cumpliendo con los criterios del ensayo. Como se ha mencionado, este estudio se
llevé a cabo para evaluar la flexibilidad de la matriz, lo cual es altamente deseable
para evitar la dislocacién de la misma de la encia o la ruptura de la formulacion
durante la aplicacion, y también para garantizar que la misma se pueda manipular

facilmente para lograr una aplicacién segura [99].
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Figura 31. Espesor de las diferentes formulaciones

Propiedades mecanicas

Cuando se analiz6 la resistencia a la tracciéon (Figura 32), se encontraron
diferencias significativas entre las formulaciones de Q-C cargadas y no cargadas (p
<0,001). Los valores de resistencia a la tracciéon de la formulacién de Q sin IFA
mejoro significativamente cuando se lo combindé con los Cs (p <0,05). En particular,
la resistencia a la traccion de la formulaciéon basada en Q-A-C fue la mas alta, esto
podria deberse al hecho de que el A-C presenta tres grupos éster sulfato por unidad
de galactosa, mientras que el x-C presenta solo uno (Figura 9). Por lo tanto, hay
mas grupos anidnicos disponibles para interactuar con el Q mediante enlaces
ionicos, electrostaticos y/o puentes hidrogeno, produciendo el aumento en la
resistencia a la traccion. Por otro lado, no se encontraron diferencias entre las
formulaciones donde el NM se encontraba suspendido o solubilizado. Sin embargo,
se puede apreciar una tendencia que muestra una menor resistencia a la tracciéon

para las formulaciones cargadas con el farmaco suspendido (Figura 32).
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Figura 32. Resistencia a la traccion de las diferentes formulaciones

Las formulaciones basadas solo en Q fueron aquellas que presentaron
mayor elongacién aunque menor a las obtenidas cuando se realizaron las
formulaciones de Q al doble de concentracién (Capitulo II, Tabla I). La elongacién
de las diferentes formulaciones mostré una tendencia similar (Figura 33). Los
valores, en porcentaje, de elongacion fueron los mas altos para las formulaciones
sin farmaco, seguidas de las formulaciones cargadas con NM agregado de manera
solubilizada y finalmente aquellas cargadas con el NM de manera suspendida. En
los capitulos anteriores no se observaron diferenciarias entre las matrices
cargadas y no cargadas en este ensayo (Tabla I). Las diferencias obtenidas en este
caso se deberian al mayor porcentaje de NM y el menor porcentaje de polimeros
empleados en la preparacién de las matrices.

La elongacion de la formulacion de Q sin farmaco disminuy6
significativamente cuando el Q se combin6 con los polimeros anidnicos (p <0,001),
dando matrices mas rigidas. La elongacion entre las formulaciones compuestas fue
mayor para la combinacion Q-k-C y disminuydé con el aumento de las cargas
negativas por unidades de galactosa en el C. Por lo tanto, cuantas mas cargas estén
disponibles, mas interacciones habra en la matriz y la elasticidad de la misma se

vera disminuida.
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Figura 33. Porcentaje de elongacion de las diferentes formulaciones

Las propiedades mecanicas deseadas de las matrices bucales variaran segin
los objetivos de formulacion y el procedimiento aplicado. Como se ha mencionado,
una matriz bucal ideal debe ser flexible, elastica, y suave pero suficientemente
resistente para soportar la manipulaciéon por parte del potencial paciente [125].
Por lo tanto, las matrices que muestren una resistencia a la tracciéon y una
elongacidn relativamente altas seran las seleccionadas para dicha aplicaciéon [76].
En este trabajo, como se mencion6 anteriormente, la elongacion se redujo cuando
se combind el Q con los diferentes carragenatos e incluso mas cuando se
increment6 el niumero de cargas anidnicas de los carragenatos (Figura 9), sin
embargo esta reduccién en la elongacion probablemente podria resolverse
aumentando la concentracion del plastificante en las formulaciones. Suyatma y
colaboradores analizaron el efecto de la adicion de 0, 5, 20 y 40% p/p de PEG 400
como plastificantes a las matrices de Q y encontraron que el uso de PEG a una
concentracion del 40% p/p produjo la mayor flexibilidad de las matrices [126]. Por
otro lado, también se ha informado que las concentraciones de plastificante por
encima de un valor critico pueden exceder el limite de compatibilidad con los
biopolimeros y producir una separacion de fase y como consecuencia la exclusién

del plastificante de la mezcla [71]. Por lo tanto, la concentracién de plastificante se
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puede aumentar pero solo hasta ciertos limites para ser compatible con los

polimeros.

Microscopia optica

La morfologia superficial de las diferentes matrices desarrolladas se
observd y analiz6 por microscopia o6ptica. Las formulaciones basadas solo en Q
mostraron una superficie lisa y homogénea (Figura 34A). Un comportamiento
similar se observo en las formulaciones basadas en combinaciones Q-k-C (Figura
34E) y Q-A-C (Figura 34G). Por otro lado, la matriz basada en Q-1-C presenté una
superficie rugosa, irregular y no uniforme (Figura 34F). Esto se debe
probablemente a las fuertes interacciones entre las cargas positivas del Q y las
cargas negativas de las estructuras helicoidales del (-C. Tanto k-C como t-C forman
una red de dobles hélices tridimensionales, resultado de la reticulacién de las
cadenas espirales adyacentes que contienen grupos sulfato orientados hacia su
parte externa, y por lo tanto estan disponibles para interaccionar con el Q [127].
Probablemente, los nimeros de grupos sulfato (dos por disacarido) expuestos, en
el caso de 1-C, producen interacciones mas fuertes con el Q que en el caso del k-C
(uno por disacarido). Por otro lado, en el A-C, los grupos sulfato estan orientados
hacia la parte interna, pudiendo evitar las fuertes interacciones con el Q [127]. La
formulacién basada en Q-1-C presentd su superficie irregular y no uniforme,
demostrando cierto grado de interacciones no homogéneas entre los polimeros.
Esto podria generar resultados irreproducibles, en consecuencia, sdlo las
formulaciones basadas en 100% Q y las combinaciones con k-C y con A-C fueron

seleccionada para estudios adicionales.
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Figura 34. Morfologia de la superficie de las matrices. A) Q, B) k-C, C) -C, D) A-C, A1) Q-NM-
SUS, B1) x-C-NM-SUS, C1): -C-NM-SUS, D1) A-C-NM-SUS, A2) Q-NM-SOL, B2) x-C-NM-SOL,
C2) -C-NM-SOL, D2) A-C-NM-SOL, E) Q-k-C, F) Q-t-C, G) Q-A-C, E1) Q-k-C-NM-SUS, F1) Q-t-C-
NM-SUS, G1): Q-A-C-NM-SUS, E2) Q-k-C-NM-SOL, F2) Q-1-C-NM-SOL, G2) Q-A-C-NM-SOL
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Adhesividad in vitro

Los valores de adhesividad de las diferentes formulaciones se presentan en
la Figura 35. El valor de mucoadhesividad obtenido para el Q descargado fue de
0,35 N similar a los valores publicados previamente [128]. Como se observo, las
formulaciones basadas en las combinaciones de polimeros sin IFA en su interior
mejoraron la adhesividad del Q (p <0,05). Esto podria deberse al hecho de que hay
mas grupos presentes en las formulaciones para interactuar con la mucosa,
acrecentandose mas en el caso de A-C que en el caso de x-C. Por lo tanto, la
formacién de enlaces de hidrogeno fuertes e interacciones i6nicas entre los grupos
funcionales del polimero y la mucosa tienen un claro efecto sobre la
mucoadhesion. Ademas, se ha informado que el agua interactda con las cadenas de
polimeros relajando la matriz polimérica, lo que mejora la interacciéon con la
mucina [129]. En el caso de Q-A-C, su alta densidad de carga podria ser el paso
determinante en su comportamiento mucoadhesivo. Si bien hay interacciones
entre el carragenato y el Q, probablemente también hay mas cargas libres en estas
matrices para interactuar con la mucina. Cuando se cargé NM, la mucoadhesividad
de las matrices se redujo significativamente. Naffe y colaboradores informaron
resultados similares cuando se cargd NM en parches bucales basados en diferentes
polimeros, como carboximetilcelulosa so6dica, quitosano, alcohol polivinilico,
hidroxietilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa [130]. No se encontraron
diferencias entre las matrices cargadas con NM solubilizado y suspendido; sin
embargo, se puede observar una tendencia: las matrices cargadas con NM
suspendido mostraron una menor adhesividad. Cuando se solubiliza NM en la
matriz, las cargas de los polimeros pueden interactuar con el IFA, reduciendo las
cargas disponibles para adherirse a la zona gingival. Por otro lado, cuando se
suspendié al NM en la matriz, los cristales en la superficie de la misma
probablemente redujeron el area superficial con capacidad mucoadhesiva. Como
se puede observar en la Figura 35, los valores de fuerza mucoadhesiva de las
matrices cargadas oscilaron entre 0,11 N y 0,25 N, demostrando que estas matrices
poseen propiedades mucoadhesivas moderadas [76]. Es importante mencionar

que la resistencia mucoadhesiva de las matrices poliméricas desarrolladas podria
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mejorarse agregando algunos polimeros que presenten altas propiedades
mucoadhesivas como goma guar, CB, Polycarbophil, o carboximetilcelulosa sédica

a la matriz, para cumplir los requisitos de una pelicula bucal ideal [76].
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Figura 35. Adhesividad de las formulaciones seleccionadas

indice de hinchamiento

Las matrices mostraron diferentes indices de hinchamiento, segin los
polimeros utilizados en las formulaciones y la presencia de NM de manera
suspendido o solubilizado (Figura 36). Las formulaciones basadas solo en Q se
desintegraron después de 30 min (Figura 36). Por otro lado, en las formulaciones
basadas en polimeros con densidades de carga opuesta se observo un bajo indice
de hinchamiento y un aumento importante en el tiempo de desintegracion. Todas
las formulaciones basadas en combinaciones de polimeros se hincharon durante al
menos 24 h sin sufrir desintegraciéon. Después de 24 h, los valores del indice de
hinchamiento fueron 0,71, 0,77 y 0,73 para Q-A-C, Q-A-C-NM-SUS y Q-A-C-NM-SOL,
respectivamente, mientras que para las formulaciones Q-k-C, Q-k-C-NM-SUS y Q-k-
C-NM-SOL, los valores obtenidos fueron 0,61, 0,64 y 0,58, respectivamente. A

partir de estos resultados se puede postular que las interacciones idnicas entre las
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moléculas indujeron una unién no covalente fuerte, lo que lleva a una matriz que
es menos hinchable y que presentan una mejor estructura para administrar
farmacos en la cavidad bucal. Entre las diferentes formulaciones, se pudo observar
que aquellas que contienen A-C mostraron valores de hinchamiento mas altos que
las que contienen k-C. Esto podria explicarse por el hecho de que la conformacién
estructural de las matrices podria ser diferente. Como se mencion6 anteriormente,
k-C forma una red de dobles hélices tridimensionales que resulta de la reticulacién
de las cadenas espirales adyacentes que contienen grupos sulfato orientados hacia
su parte externa, y por lo tanto mas disponibles para interactuar con el Q que los
grupos sulfato presentes en A-C (que estdn orientados hacia la parte interna,
evitando asi fuertes interacciones). Aunque las interacciones con Q produjeron
matrices mas rigidas (como se observa en la Figura 32), en el caso de A-C, mas
cargas se encuentran libres de interactuar con la saliva artificial, mostrando un
mayor grado de hinchamiento. Este resultado es consistente con el obtenido en el
ensayo de adhesividad. Las matrices cargadas con NM suspendido mostraron el
mayor grado de hinchamiento (incluso mas que las formulaciones sin farmaco).
Esto se debe probablemente al hecho de que la presencia de un material
particulado altera la continuidad de la matriz polimérica, aumentando la superficie
de la matriz expuesta al solvente [129]. En contraste, cuando las formulaciones se
cargaron con NM previamente solubilizado, algunas de las cargas de las matrices
podrian interactuar con el IFA, reduciendo el niimero de cargas libres disponibles
para interactuar con el solvente, dando como resultado los valores de

hinchamiento mas bajos.
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Como se menciond anteriormente, las formulaciones basadas en 100% de Q
mostraron el mayor grado de hinchamiento y se desintegraron entre 30 y 40
minutos luego de comenzar el ensayo. En el Q los grupos libres desempefian un
papel importante en la captacion de agua debido a su naturaleza hidrofilica [102].
Por esta razdn, este tipo de matrices no son adecuadas para el objetivo de este
trabajo y, por lo tanto, se seleccionaron las combinaciones de Q-k-C y Q-A-C para su

posterior analisis.

Microscopia electronica de barrido

La morfologia del NM, los polimeros Q, k-C, A-C y la vista superficial de las
matrices basadas en combinaciones de polimeros se muestra en la Figura 37. El
NM aparece como pequeios cristales irregulares (10-20 pm, Figura 37A) mientras
el Q (Figura 37C) son bloques (100-300 pm) que presentan una superficie lisa con
particulas mas pequefias (20-40 um). Finalmente, k-C (Figura 37B) y A-C (Figura
37D) aparecen como bloques irregulares y fibrosos (50-200 pum) con una
superficie no uniforme. Aquellas formulaciones basadas en Q-k-C y Q-A-C fueron
homogéneas, pero mostraron una superficie muy diferente. Mientras que la
superficie de la formulacién basada en Q-A-C-NM-SOL fue ligeramente rugosa
(Figura 37F y 37H), aquella basada en Q-k-C-NM-SOL demostrd ser rugosa con una
superficie porosa 'y presentd una microestructura interconectada
tridimensionalmente (Figura 37E y 37G). La interconexién entre poros podria
asignarse a la formacién de la red, probablemente debido a la conformacién
espacial de x-C, exponiendo sus grupos sulfato orientados hacia su parte externa,
pudiendo permitir una interaccion fuerte pero no homogénea con Q. La
formulacion basada en Q-A-C mostrd una estructura densa y compacta, sugiriendo
una alta integridad estructural y una alta compatibilidad a entre los componentes
[103]. Cuando las formulaciones se cargaron con NM suspendido, se identificaron
pequefios cristales del farmaco en la superficie de la matriz (Figura 371 y 37]);
mientras que en el caso de formulaciones cargadas con NM solubilizado, no se

observaron cristales.
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Figura 37. Microscopia electronica de barrido: A) NM, B) x-C, C) Q, D) A-C, E)-H) secciones
superficiales de las formulaciones, E) y G) Q-k-C-NM-SOL, F) y H) Q-A-C-NM-SOL, I : cristal
de NM en Q-k-C-NM-SUS y ]) cristal de NM en Q-A-C-NM-SUS
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Difraccion de rayos X

El estudio de DRX se realiz6 para caracterizar el estado s6lido del NM en las
formulaciones poliméricas. Los difractogramas del NM, los polimeros formadores

de matriz y las diferentes formulaciones se muestran en la Figura 38.
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Figura 38. Difractogramas del NM, los polimeros formadores de matriz y las
diferentes formulaciones
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El difractograma del NM mostr6 un patrdn cristalino tipico con picos agudos
y estrechos como fue descripto previamente. En el espectro del Q se observé un
pico a alrededor de 20° relacionado con los cristales anhidros del polimero [111].
El k-C presentd dos picos cristalinos a 21° y 29°, finalmente, el A-C mostré una
estructura amorfa (Figura 38A). Con excepcion de la formulacién Q-A-C-NM-SUS,
que presentd un pequefio pico a 16,22° (Figura 38B), ninguna de las formulaciones
desarrolladas evidenci6 sefiales correspondientes al NM en estado cristalino
(Figura 38B y 38(C).

La ausencia de picos en los difractogramas de las formulaciones puede
sugerir que el NM se encontraria en un estado amorfo incluso en las matrices
donde el IFA se suspendid, o que NM redujo parcialmente su cristalinidad durante
la formulacién de la matriz, o que la concentraciéon de NM en las formulaciones es
inferior al limite de deteccion [91]. Basado en el andlisis visual (Figura 34) y los
estudios de MEB, donde se observaron cristales en las formulaciones Q-k-C-NM-
SUS y Q-A-C-NM-SUS (Figura 371 y 37]), la ausencia de picos en el caso de las
formulaciones cargadas con NM de manera suspendida puede deberse a que la
cristalinidad se haya reducido parcialmente o la concentracién del farmaco en la
matriz esté por debajo del limite de deteccidn.

Por otro lado, en el caso de formulaciones cargadas con NM solubilizado, el
farmaco podria estar en un estado amorfo. En todos los difractogramas de rayos X
de las matrices basadas en polimeros de carga opuesta, el pico tipico de Q se
ensanch6 y redujo su intensidad, sugiriendo que la introduccién de polimeros
anidnicos interrumpid su estructura cristalina. Se ha informado que los grupos
amino e hidroxilo del Q forman complejos con polimeros anidnicos, que pueden
romper el enlace de hidrégeno entre los grupos amino y los grupos hidroxilo
propios del Q, dando como resultado una estructura amorfa [111]. De manera
similar, en el caso del k-C, sus dobles hélices tridimensionales resultantes de la
reticulacion de las cadenas espirales adyacentes que contienen grupos sulfatos
orientados externamente podrian romperse por la presencia del Q, perdiendo su

estructura cristalina.
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Analisis térmicos

La Figura 39 muestra las curvas ATG y ATGD (derivada de curvas de ATG) del

NM, polimeros formadores de matriz y las formulaciones seleccionadas. A partir de

las curvas, es posible observar que el Q presenta una degradacién en una sola

etapa a 297 °C, correspondiendo a su despolimerizacion [131]. También se pudo

observar un pequefio pico entre 40 y 100 °C que estaria relacionado con el agua

absorbida y corresponde a la primera caida de masa en la curva del ATG [131].
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Tanto el k-C como el A-C mostraron etapas de degradacion similares: la
primera, centrada a alrededor de 60 °C que puede corresponder a la pérdida de
agua libre, la segunda y principal esta centrada a alrededor de 230 °C, y finalmente
dos etapas mas a temperaturas mas altas (320-400 °C) [133, 134]. Por otro lado, el
farmaco, tiene un pico amplio centrado a 305 °C. En el caso de las formulaciones
sin NM, se pueden reconocer cuatro etapas diferentes: 1) a 60 °C (agua), 2) a 185
°C (asociado con el plastificante PEG 400), 3) a 230 °C (asociado con el C) y 4) a
320 °C (descomposicion del Q). Los picos a temperaturas superiores a 400 °C
podrian estar asociados con la descomposicién de los productos de degradacién
originales. Cuando se incorporé NM a las matrices, la diferencia se relacion6 con la
temperatura de degradacion del farmaco.

La Figura 40 muestra las curvas CDB para el NM y las formaciones basadas
en Q-A-C y Q-k-C. En el caso del NM, el primer pico endotérmico esta asociado con
la fusién del farmaco. Es importante tener en cuenta que, en todos los casos, los
polimeros actuaron como un protector térmico del NM, aumentando la
temperatura del dltimo pico mas alla de 250 °C, mientras que no hay evidencia del
punto de fusion del farmaco dentro de las formulaciones siendo concordantes con
los resultados obtenidos DRX. En el caso de las formulaciones cargadas con NM de
manera suspendida, la ausencia del punto de fusion del farmaco probablemente se
deba a que el IFA ha reducido parcialmente su cristalinidad o a que la
concentracion del mismo incluida dentro de las matrices se encuentra por debajo
del limite de deteccidn, mientras que en el caso de las formulaciones cargadas con

NM de manera solubilizada, el IFA podria estar en estado amorfo.
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Figura 40. Curvas de CDB del NM y las formulaciones poliméricas basadas en Q-A-C y Q-k-C

Estudio de disolucion del IFA y liberacion desde los sistemas

Las formulaciones cargadas con NM de manera solubilizada mostraron una
velocidad de disolucion mas rapida que aquellas cargadas con el farmaco de

manera suspendida (Figura 41). Después de 60 min de ensayo, estas matrices
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permitieron la liberacién del 100% del fArmaco, mientras que las formulaciones
cargadas con NM de manera suspendida liberaron el 70% del mismo, y solo se
solubilizé un 20% de NM en polvo en ese intervalo de tiempo. Finalmente, no se
encontraron diferencias significativas entre los perfiles de disoluciéon de las

matrices basadas en k-C y A-C (p> 0,05).
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Figura 41. Liberacién acumulada (%) del NM y las formulaciones seleccionadas

La mejora en la velocidad de disolucién del NM cuando se suspendi6 en las
formulaciones probablemente se deba a que las matrices poliméricas mejoraron la
humectabilidad del farmaco y también redujeron la aglomeracion del mismo,
aumentando el area superficial y mejorando asi la velocidad de disolucion del NM
[92]. Por otro lado, las formulaciones cargadas con NM solubilizado podrian
mejorar la disolucion del farmaco, debido al hecho que el NM se encuentra en un
estado amorfo. Como se informd, el estado amorfo de un farmaco conduce a un
estado sélido de alta energia que da como resultado un aumento de la solubilidad y

la velocidad de disolucién [134].
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Actividad in vitro - Halo de inhibicion

Se emplearon como controles un disco de papel conteniendo NM vy
formulaciones de Q, Q-k-C y Q-A-C sin farmaco incluido. E1 NM produjo halos de
inhibicién de alrededor de 18 mm, mientras que las formulaciones descargadas
basadas en 100% de Q mostraron un halo de alrededor de 6 mm, lo que concuerda
con la actividad antiftingica reportada propia del polimero [116]. Ademas, las
formulaciones Q-x-C y Q-A-C sin IFA produjeron halos de inhibicién mas pequefios
(de 1,5 mm), probablemente debido a la presencia del Q en las matrices (Figura
42). Con respecto a las formulaciones cargadas, no se encontraron diferencias
significativas (p> 0,05) entre aquellas cargadas con NM de manera solubilizada o
suspendida, ya que todas las formulaciones mostraron halos similares (entre 40 y
50 mm). Sin embargo, en la Figura 42 se puede observar una tendencia, todas las
formulaciones cargadas con el IFA de manera solubilizada presentaron, en
promedio, zonas de inhibicién mayores que las formulaciones donde el fArmaco de
encontraba incluido de manera suspendida. Por otro lado, se encontraron
diferencias significativas (p <0,001) entre las formulaciones cargadas y el NM en
polvo. Por lo tanto, se podria postular que las matrices fueron capaces de inhibir el
crecimiento del cultivo de C. albicans mediante la combinacién de dos factores: por
el NM liberado de las formulaciones y las propiedades antimicrobianas del Q.
Probablemente, el NM, un farmaco hidréfobo, no se solubiliz6 en gran medida en el
medio de cultivo y, por lo tanto, su disolucion/difusion en el agar fue incompleta,

produciendo halos de inhibicién mas pequefios que las matrices.
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Figura 42. Halos de inhibicién producidos por las formulaciones seleccionadas en cepas

de C. albicans

Como se observo en la Figura 41, la disolucién de las matrices cargadas con
NM solubilizado fue mas rapida que la de las matrices cargadas con el farmaco
suspendido, por lo tanto, seria esperable que una mayor disolucién/difusion en el
medio de cultivo genere mayores halos de inhibicién. Sin embargo, como se
menciono, los halos de inhibiciéon producidos por las matrices cargadas con NM
suspendido o solubilizado no mostraron diferencias significativas. Este hecho
probablemente esté relacionado con la metodologia empleada, que requiere la
colocaciéon de matrices en la superficie del agar seguida de incubacién a 28 °C
durante 24 h antes de que se lea la zona de inhibicién. Se podria postular que
durante la incubacién, tanto el NM suspendido como el solubilizado, son capaces

de difundir produciendo la misma inhibicion.

Actividad in vitro - Tiempo de muerte

La Figura 43 muestra los perfiles de tiempo de muerte producidos porel Qy
las formulaciones seleccionadas cargadas con NM. Se observé que la curva control
(cultivo sin formulaciones) mostr6 un aumento en el numero de UFC en

comparacion con el indculo inicial. Por otro lado, después de 150 min el Q produjo
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una reduccién del cultivo de C. albicans (de 10000 UFC/mL a 2500 UFC/mL). Se ha
informado que a bajas concentraciones el Q produce una serie de alteraciones de la
homeostasis idnica y en el metabolismo de la levadura que le confieren actividad
fungistatica al polimero; mientras que en altas concentraciones el Q puede actuar
como agente de permeacion en bacterias y hongos actuando como fungicida [135].
Por lo tanto, cuando se emplea Q a concentraciones superiores a 1,0 mg/mL, no
solo se observa una actividad fungistatica sino también fungicida. En este ensayo,
la concentraciéon de Q (al colocar las formulaciones sin fairmaco incluido en el
medio) fue de 0,6 mg/mL, por lo tanto, el polimero present6 actividad fungistatica.
Todas las formulaciones que contenian el farmaco permitieron una erradicacién
completa del cultivo de C. albicans al cabo de 15 min de ensayo. Se obtuvieron
perfiles superponibles para las matrices Q-k-C y Q-A-C con NM de manera
suspendida o solubilizada. Este resultado muestra que la actividad antiftingica de
estas formulaciones no se modificé con la forma de incorporacién del farmaco

dentro de las matrices.
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Figura 43. Tiempo de muerte producido por el NM, Q y las formulaciones
seleccionadas
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CONCLUSIONES

En este capitulo, se desarrollaron y caracterizaron matrices poliméricas
mucoadhesivas bucales basadas en quitosano y carragenatos. Las formulaciones
basadas en combinaciones de quitosano-k-carragenato y quitosano-A-carragenato
mostraron un efecto protector térmico sobre el farmaco, presentaron una
superficie homogénea, alta resistencia a la traccion, elongacién y adhesividad
moderadas, y se hincharon durante 24 horas sin sufrir desintegracion. Se observo
que la combinacién de quitosano y A-carragenato produjo matrices con los valores
mas altos de resistencia a la traccién y adhesividad, ademas de presentar el mayor
indice de hinchamiento. Estos hechos probablemente se deben a que algunos de
los grupos sulfato del A-carragenato interactian con el quitosano, mientras que
otros estan libres en las matrices; los ultimos grupos podrian interaccionar con la
mucina y saliva artificial. Con respecto a la incorporacion del nitrato de miconazol
de manera suspendida o solubilizada se puede concluir a partir de los resultados
obtenidos que no se detectaron diferencias significativas en el comportamiento
mecanico de las matrices basadas en los polimeros estudiados con la incorporacién
del nitrato de miconazol suspendido o solubilizado. Sin embargo, se observé una
tendencia: las formulaciones con el nitrato de miconazol incorporado de manera
solubilizada mostraron una ligeramente superior resistencia a la traccion,
elongacion y adhesividad que aquellas con el farmaco de manera suspendido. Por
otro lado, el hinchamiento aumento6 ligeramente cuando se suspendio6 el fArmaco,
probablemente porque el material particulado, observado por microscopia
electronica de barrido, interrumpe la continuidad de la matriz polimérica, lo que
permite mas espacio libre aumentando la superficie de la matriz expuesta al
disolvente. Ni el estudio de difraccion de rayos X y ni el analisis térmico pudieron
detectar el nitrato de miconazol en la mayoria de las formulaciones,
probablemente debido al hecho de que en las matrices cargadas con nitrato de
miconazol suspendido, el farmaco redujo parcialmente su cristalinidad por debajo
del limite de deteccion, mientras que en las matrices cargadas con nitrato de
miconazol solubilizado, el farmaco podria estar en un estado amorfo. La liberacion

del nitrato de miconazol fue mas rapida cuando se solubiliz6 el mismo en la matriz,
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probablemente porque el estado amorfo del fairmaco conduce a un estado sélido de
alta energia, lo que resulta en una mayor velocidad de disolucién. Sin embargo, no
se encontraron diferencias con respecto a la actividad antifingica de las diferentes

formulaciones, incluso al analizar las curvas de tiempo de muerte.
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CAPITULO IV

“Formulacion de discos microparticulados”
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CONSIDERACIONES GENERALES PARA EL
PRESENTE CAPITULO

Otra alternativa para vehiculizar farmacos es la incorporacién de los mismos

dentro de sistemas microparticulados poliméricos. En este capitulo se han

desarrollado microparticulas basadas en quitosano, hidroxipropil metilcelolusa y

gelatina. Estos sistemas en general son empleados por via oral, sin embargo, dado

que nuestro objetivo es la administracion de nitrato de miconazol por via bucal, las

microparticulas desarrolladas fueron posteriormente comprimidas generando de

este modo discos microparticulados adhesivos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar microparticulas basadas en polimeros con y sin carga
conteniendo nitrato de miconazol como farmaco modelo.

Caracterizar fisico-quimicamente de los sistemas preparados en cuanto a:
eficacia de encapsulamiento, estudios de velocidad de disolucion,
espectroscopia infrarroja, analisis térmicos, difraccion de rayos X,
microscopia electrénica de barrido y tamafio de particula.

Estudiar los sistemas obtenidos en cuanto a su adhesividad (en encias de
cerdo).

Evaluar la liberacién del NM desde las microparticulas y la actividad de los

sistemas mediante ensayos in vitro en cultivos de C. albicans.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

El Q (230 KDa de peso molecular promedio y 80,6% de N-deacetilacion) fue
suministrado por Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, EE. UU.), HPMC (250 kDa
de peso molecular promedio, 19-24% de contenido de metoxilo, y 7-12% de
contenido de hidroxipropilo) se adquiri6é de Eigenmann & Veronelli (Milan, Italia),
GEL (tipo A de piel de cerdo, 125 Bloomvalue) y NM de grado farmacéutico fueron
adquiridas por Parafarm (Buenos Aires, Argentina). Todos los demas reactivos

fueron de grado analitico.

Métodos

Secado por aspersion

El proceso de obtencién de microparticulas (MPs) a través del secado por
aspersion, es un proceso que transforma un sistema liquido en uno soélido
pulverulento a través de la aspersion de una solucién o dispersion en una cdmara
en la cual circula aire caliente [136].

Es un método muy eficiente debido a la generaciéon de una gran area
superficial que permite la transferencia de calor. El tiempo requerido para el
secado depende de varios factores: tiempo de residencia de la gota en el cilindro,
geometria del cilindro, velocidad de flujo del gas transportador, temperatura y
presion [136]. En la Figura 44 se muestra un esquema del equipo y del proceso de

secado por aspersion.
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Figura 44. Esquema del proceso de secado por aspersion

Preparacion de microparticulas y discos microparticulados

La solucion de Q (0,1% p/v) se prepar6 disolviendo al polimero en una
solucién de acido acético al 30% v/v (pH = 2,50), mientras que las soluciones de
GEL y HPMC (0,1% p/v) se obtuvieron disolviendo a los polimeros en agua
destilada y agitando durante 30 min (400 rpm, 40 °C). Luego de esto, se afiadi6 el
NM 70% p/p (respecto a la masa total de polimeros empleada) y se procedi6 a
agitar la dispersion durante 10 min (400 rpm, 40 °C). Finalmente, las mezclas se
secaron por aspersion en un equipo Mini Biichi Spray Dryer B-290 (Flawil, Suiza).
Las condiciones de secado fueron las siguientes: velocidad de flujo de aire: 38
m3/h, velocidad de alimentaciéon: 5 mL/min, aspirador: 95%, temperatura de
entrada de secado por pulverizacion: 130 °C y temperatura de salida: 70 °C.

Finalizado este proceso, las particulas secas se retiraron del recipiente colector y
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se almacenaron a temperatura ambiente. Para la preparaciéon de Mps vacias (sin
NM), se empled el mismo procedimiento sin el agregado del IFA.

Por ultimo, los sistemas se comprimieron utilizando una prensa Beckman
(aplicando una fuerza de 8 toneladas durante 10 min) para obtener discos

microparticulados (Figura 45).

Figura 45. Método de compresion de los sistemas para obtener discos

microparticulados

Caracterizacion de las microparticulas
Eficacia de encapsulamiento

La eficacia de encapsulamiento (EE) se determiné dispersando 30 mg de cada
sistema en 90 mL de metanol y se agité a 400 rpm durante 4 h a temperatura
ambiente (a fin de asegurar la completa extraccion del NM de las Mps). Luego de
este tiempo, las dispersiones fueron filtradas y la cantidad de NM en el metanol se
determiné espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 272 nm,
empleando un espectrofotometro LKB-Pharmacia Ultrospec Il (Cambridge, Reino

Unido). El porcentaje de EE se calcul6 de acuerdo con la Ecuacién 2:
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0=Pnm / Prx 0 cuacion
EE% =P Pcx 100% E i6n 2

Donde Pnm es el contenido real de NM y Pt es el contenido teérico de NM en

las Mps. El ensayo se realiz6 por triplicado.

Estudio de disolucion del IFA y liberacién desde los sistemas

Los estudios de disolucién se realizaron a 37 °C en 900 mL de agua destilada
conteniendo PEG 400 al 1% v/v, utilizando un aparato USP XXIV 2 (Hanson
Research, SR8 8-Flask Bath, Ontario, Canada) con paletas rotando a 50 rpm [68]. Se
dispersaron diferentes masas de los sistemas microparticulados teniendo en
cuenta para ello la EE de cada sistema. La masa empleada de cada sistema fue la
que contenia 200 mg de NM, los sistemas se dispersaron en el medio de disolucion.
En diferentes intervalos de tiempo: 0, 10, 20, 30, 40, 50 60, 90, 120, 180, 240 y 300
min se tomaron tres muestras de 5 mL. La cantidad de NM liberado se determind
mediante espectrofotometria UV utilizando la banda de absorcion del IFA a 272
nm. Se afiadi6 un volumen igual del medio de disolucién después de cada

recoleccion de muestras para mantener un volumen constante.

Tiempo de residencia in vitro

El tiempo de residencia in vitro, es el tiempo en el que los sistemas
mucoadhesivos quedan adheridos en el sitio de aplicacion (en este caso, encia de
cerdo). Este ensayo es una alternativa al ensayo de adhesividad realizado en los
capitulos anteriores. El tiempo de residencia se determiné utilizando un aparato de
desintegracion USP modificado (Figura 46). El medio consistié en 900 mL de saliva
artificial mantenida a 37 °C. Un segmento de encia de cerdo (obtenida de frigorifico
“Paladini SA”, V.G. Galvez, Argentina), de 3 cm de largo, se adhirié a la superficie de

un portaobjeto de vidrio, unido verticalmente al aparato. Cada disco
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microparticulado se hidraté utilizando 0,1 mL de saliva artificial y luego la
superficie hidratada se puso en contacto con la encia. El portaobjetos se fijé
verticalmente al aparato y se movio hacia arriba y hacia abajo, sumergiendo al
disco completamente en la solucién (en el punto mas bajo) y manteniéndolo fuera
de la misma (en el punto mas alto), respectivamente, a una velocidad de 30 ciclos
por minuto. Se registr6 el tiempo necesario para completar la erosiéon o el
desprendimiento de cada disco de la superficie de la encia [138 19]. Los resultados

presentados son el promedio de tres determinaciones.

I[ Soporte de vidrio

ErEiE s CaidE Disco microparticulado

Saliva Artificial

........ Recipiente contenedor

Figura 46. Esquema del aparato de desintegracién USP modificado

Analisis morfologico y determinacion de tamafio mediante microscopia

electronica de barrido

La morfologia y el tamafo de particula del NM y de las Mps se investigaron
mediante MEB (AMR 1000, Leitz, Wetzlar, Alemania). Los sistemas
microparticulados se montaron en un soporte de aluminio por medio de un
adhesivo conductor de doble cara. Las muestras se recubrieron con una fina capa
de oro durante 15 min a 70-80 mTorr para hacerlas conductoras antes de obtener
las imagenes. Todas las muestras se examinaron utilizando un voltaje de
aceleracion de 20 kV. Las imagenes obtenidas por MEB se analizaron utilizando el
software Image-Pro Plus (IPP) v. 6.0 para determinar el tamafio de particula. Se
realizaron 200 mediciones de diametros de Feret para el calculo de distribucion de

tamafio de particula [139].
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Espectroscopia infrarroja

Los espectros IR del NM, polimeros y Mps cargadas y vacias se obtuvieron
mediante un espectrometro Shimadzu FT-IRPrestige-21 (Tokio, Jap6n) a
temperatura ambiente, realizando pastillas de KBr para el farmaco y los polimeros,
y ATR con cristal de diamante para el andlisis de los discos microparticulados. El

rango de exploracion fue de 400-1700 cm-! con una resolucién de 4 cm1.

Analisis Térmicos

El ATG de las diferentes Mps se realiz6é con un analizador térmico TG HI-Res
(TA Instruments) a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min desde
temperatura ambiente hasta 800 °C con flujo de aire.

Los ensayos de CDB se realizaron en un DSC Q2000 (TA Instruments) desde
-25 a 250 °C a una velocidad de calentamiento de 10° C/min bajo flujo de

nitrégeno.

Difraccion de rayos X

El estudio de DRX para los diferentes sistemas microparticulados, el fArmaco
y los polimeros se realiz6 en modo de transmision en un difractometro MPD
Philips automatizado (Eindhoven, Paises Bajos). Los patrones de difraccién se
registraron usando radiacién CuKa (A = 1.540562 A), voltaje de 40 kV, corriente de
20 mA y paso de 0,02° en el intervalo de 10-50° (20). El ensanchamiento y el fondo
del pico bajo se aseguraron mediante el uso de una geometria de haz paralelo
mediante una lente de rayos X y un monocromador de grafito colocado antes de la
ventana del detector. La adquisicién y evaluacién de los datos se realizaron con el

paquete Stoe Visual-Xpow, version 2.75 (Alemania).

102



Actividad in vitro - Halos de inhibicion en funcion del tiempo

La prueba de la zona de inhibicién se realiz6 como se ha descripto en
“Materiales y Métodos” del Capitulo I.

En este caso, se empledé NM en polvo (1000 pg) adherido a una cinta como
control y se colocaron los discos microparticulados (conteniendo una masa de NM
equivalente a 1000 pg) sobre la superficie del agar. Cada disco se movié a otra
zona del cultivo después de 1 h y el procedimiento se repitié durante 7 h. Luego,
las placas se incubaron al aire a 28 °C y se leyeron después de 24 h. Los diametros

de los halos generados por cada disco se determinaron utilizando un calibre [121].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Eficacia de encapsulamiento y estudios de disolucion

Como se puede observar en la Tabla VIII, la EE fue superior al 80% en casi
todos los sistemas, sd6lo las Mps basadas en 100% HPMC mostraron valores
menores de EE (75%). Es probable que estos resultados estén relacionados al
hecho de que los polimeros que poseen una alta densidad de carga (Q y GEL)
tienen mas sitios para interaccionar con el NM, antes del proceso de secado por
aspersion [140]. En consecuencia, cuando las soluciones se atomizan en el equipo
de aspersion, aquellas que tienen mas grupos cargados pueden interaccionar mas
fuertemente con el IFA reteniendo al mismo en el interior de los sistemas
microparticulados. El porcentaje de EE mas alto se obtuvo cuando se empled un
Unico polimero en la formulacién de las Mps (97,8% y 98,5% para el Q y la GEL,
respectivamente), mientras que el porcentaje de EE disminuyé cuando los dos
polimeros cargados se combinaron (83,2% para Q-GEL). Esta disminucion
probablemente esté relacionada con las interacciones entre las cargas positivas
presentes en el Q y las densidades de carga negativas presentes en la GEL; por lo
tanto, en este caso una menor cantidad de densidades de carga se encuentran
disponibles para interaccionar con el NM y mantenerlo encapsulado en las Mps.
Este comportamiento también podria explicar los valores de liberacién del NM
desde los sistemas. Las Mps basadas en 100% de HPMC mostraron la liberacion del
farmaco mas rapida, alcanzando casi un 100% después de 30 min de ensayo (Tabla
VIII). Por el contrario, los sistemas basados en 100% de GEL o 100% de Q
liberaron cantidades menores del farmaco: 10,2 y 13,2%, respectivamente,
mientras que los sistemas basados en combinaciones de polimeros mostraron
liberaciones en el rango entre 35 y 44%, al cabo de 30 min. Entre estos sistemas
anteriormente mencionados, la matriz basada en ambos polimeros cargados
mostro la liberacién mas lenta del NM. Sin embargo todos los sistemas mejoraron
la velocidad de disoluciéon del NM (Qso = 1,4%). Varios factores podrian ser

responsables de este hecho, y entre ellos estdn la posible reducciéon de la
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cristalinidad del IFA durante el proceso de secado por aspersiéon y/o el aumento de

la humectabilidad debido a la matriz polimérica [92].

Tiempo de residencia in vitro

Todas los discos mostraron adhesividad, presentando tiempos de residencia
in vitro superiores a 1,5 h (Tabla VIII). Los sistemas basados en Q-HPMC y Q-GEL
no se desprendieron ni se desintegraron después de 8 h de ensayo. Por otro lado,
los discos basados en 100% de Q y 100% de HPMC se desprendieron sin
desintegrarse luego de 6 y 5 h, respectivamente; mientras que los discos basados
en 100% de GEL y la combinacién HPMC-GEL (50%-50%) se desintegraron

después de 1,5y 3 h, respectivamente.

Morfologia y tamaiio de las particulas

La morfologia del farmaco, las Mps y su tamafio, se presentan en la Tabla VIII
y en la Figura 47. Se puede observar que el NM aparece como bloques cristalinos
regulares, los cuales variaron en tamafio de 0,5 a 11,0 um y mostraron un tamafio
promedio de 3 pm (Figura 47A), mientras que el tamafio de los sistemas
microparticulados oscil6 entre 0,4 y 5,0 um (Figura 47 B-G). Las Mps basadas en
100% de Q (Figura 47B) presentaron una superficie lisa y contraida (rango de
tamafo de 0,2 a 3,2 um), similar a las Mps basadas en 100% de GEL (con rango de
tamafo de 0,5 a 4,0 um, Figura 47C), mientras que las Mps que se basaron solo en
HPMC (rango de tamafio de 2,2 a 5,0 um) fueron irregulares y fibrosas con una
superficie no uniforme (Figura 47D). En el caso de Mps formuladas a partir de
combinaciones de polimeros, las basadas en HPMC-GEL (Figura 47G) aparecen
como bloques irregulares (rango de tamafo de 1,0 a 5,5 um y exhibieron una
superficie contraida no uniforme). Por otro lado, las particulas basadas en Q-GEL
(rango de tamafio de 0,8 a 3,2 um) y Q-HPMC (rango de tamafio de 0,4 a 2,8 um)

fueron lisas y esféricas mostrando una superficie uniforme (Figura 47 E-F).
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Figura 47. Microscopia electréonica de barrido e histograma de tamafio de particulas del: A) NM y

B-G) microparticulas cargadas: B) Q, C) GEL, D) HPMC, E) Q-GEL, F) Q-HPMC y G) HPMC-GEL

Espectroscopia infrarroja

Como se puede observar en la Figura 48, el NM presenta las bandas

caracteristicas descriptas en los capitulos anteriores [89, 142].

Todos los sistemas microparticulados cargados con NM mostraron los picos
caracteristicos del IFA en 1587, 1329, 1310, 1087, 1041, 1010, 824 y 712 cm
(Figura 48). Los espectros de los polimeros (Q, GEL y HPMC) fueron coincidentes a

los descriptos previamente (paginas 32y 57).
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cml desaparecieron, lo que indicaria una interaccion electrostatica entre los
grupos aminos del Q (NHs*) y los grupos carboxilo (COO-) de la GEL (Figura 49).
Por ultimo, se evidenci6 la aparicion de una banda fuerte en 1550 cm! en el
espectro del sistema Q-GEL, que podria deberse a interacciones electrostaticas

entre el grupo COO- de la GEL y el grupo NH3* del Q [43, 110].
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Figura 49. Espectros infrarrojos de Q, HPMC, GEL y microparticulas basadas en

combinaciones de polimeros

Analisis térmicos

Las Figuras 50 y 51 muestran las curvas ATG y ATGD de los sistemas
estudiados. Ambas curvas indicaron que el Q se degrad6 en una sola etapa a 292
°C, que corresponde a su despolimerizacién [131]. También se pudo observar un
pequefio pico entre 40 y 100 °C relacionado con el agua absorbida (que
corresponde a la primera caida de masa en la curva ATG) [131]. Ademas, los
sistemas microparticulados sin tener NM encapsulado presentaron dos picos de
degradacidn: uno centrado a 126 °Cy el otro cercano a 275 °C; el primero podria
asociarse al agua dentro del sistema y el segundo corresponderia a la
despolimerizacion del Q. Como se observa comuUnmente en sistemas

microencapsulados, el proceso de fabricacién de Mps produce una reducciéon en la
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estabilidad térmica con respecto al polimero solo; en este caso, la reduccién fue de
alrededor de 17 °C [142]. El hecho de que la descomposicién térmica de las Mps
vacias haya comenzado a una temperatura mas baja que la del polimero solo, se
puede relacionar con que las Mps por su tamafio micrométrico tengan una mayor
area superficial expuesta a la temperatura en comparacién con el polimero, y por
lo tanto, se degraden mas facilmente [142]. Respecto al NM, el mismo present6 un
pico amplio centrado a 309 °C con un hombro alrededor de 200 °C; en el caso de
las Mps de Q cargadas con el farmaco, en las curvas ATGD se pudieron detectar tres
picos centrados a 134, 250 y 270 °C, respectivamente. El primer pico corresponde
al agua asociada con el material [131], el segundo estd asociado con el IFA vy,
finalmente, el tercero es una combinacién entre el farmaco y el Q utilizado como
formador de matriz.

El sistema basado en 100% HPMC presentdé degradacién en una sola etapa
cuya degradacion maxima se centré en 350 °C, la cual se coindice con la
bibliografia [143]. También se puede observar que las Mps vacias presentaron un
pico de degradacion centrado aproximadamente a la misma temperatura que el
polimero (350 °C). En el caso de las Mps cargadas basadas en 100% de HPMC, es
posible observar dos picos, centrados a 267 y 350 °C, y un hombro, a alrededor de
200 °C, en las curvas ATGD (Figura 51). Tanto el hombro como el primer pico
pueden asociarse con el NM, mientras que el dltimo se asocia con la HPMC utilizada
como formador de matriz [143]. Por otro lado, la GEL se degradé en una sola etapa
ya que exhibié un pico centrado a 325 °C [145, 146]. Ademas, se observd un
pequefio pico cercano a 67 °C que puede estar asociado con la evaporacién del
agua. En este caso, las Mps sin IFA presentan un pico de degradacion centrado a
una temperatura mas baja que el polimero puro (316 °C), como es comun en los
sistemas microencapsulados [142]. En el caso de las Mps basadas en 100% GEL
con farmaco, se pueden observar dos picos, centrados a 275 y 325 °C,
respectivamente, y un hombro, a alrededor de 200 °C, en las curvas ATGD (Figura
51). Una vez mas, el hombro y el primer pico pueden asociarse con el NM, mientras
que el altimo puede relacionarse con el polimero utilizado como formador de la
matriz [145, 146]. En el caso de las Mps de Q-HPMC cargadas con NM, es posible

observar cuatro picos centrados en 92,3, 242,1, 275,4 y 342,1 °C, respectivamente
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(Figura 51). El primer pico corresponde al agua asociada con las Mps, el segundo
se asocia con una combinacién entre el IFA y el Q [131], el tercero es una
combinacion entre el farmaco y ambos polimeros utilizados como formadores de
matriz, y el ultimo se asocia con la HPMC [143]. Se observé el mismo
comportamiento con respecto a la degradacion de cada polimero, el farmaco y las

Mps vacias y cargadas para los sistemas Q-GEL y GEL-HPMC.
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Figura 50. Curvas de ATG de los sistemas desarrollados: A) Q, B) GEL, C) HPMC, D) Q-GEL,
E) Q-HPMC y F) HPMC-GEL
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Figura 51. Curvas de ATGD de los sistemas desarrollados: A) Q, B) GEL, C) HPMC, D) Q-GEL,
E) Q-HPMC y F) HPMC-GEL

Las temperaturas de fusion (Tf) para cada sistema microparticulado obtenido
por CDB se resumen en la Tabla IX. El pico endotérmico para NM se centr6 a 186°C,
mientras que para los polimeros, los picos fueron 189,5 °C (Q), 194,4 °C (HPMC) y
184,9 °C (GEL).

En el caso de los polimeros (Q, HPMC y GEL), se observo un primer pico
(alrededor de 130-150 °C) relacionado con el agua, mientras que en cada sistema,
el pico a una temperatura mas alta puede asociarse con la fusién de cada polimero
[147-149]. En el caso del NM, solo se observo la fusion del fArmaco a 186°.

También se puede observar por CDB que todos Ilos sistemas
microparticulados, presentan un evento correspondiente a la fusiéon de los
polimeros correspondientes. Ademas, el proceso de microencapsulacion no afecté
la estructura del polimero ya que el mismo present6 valores similares de entalpia
de relajacién. En las curvas de CDB no se detect6 ningtin pico endotérmico debido

a la cristalinidad del NM, por lo tanto, se podria postular que el farmaco
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incorporado en las Mps se encontraria en un estado amorfo o desordenado en la

matriz polimérica [149]; el estudio por DRX corroborara o no este resultado.

Tabla IX. Temperaturas de fusién obtenidos por CDB para el NM y todos los sistemas
estudiados

Sistema Microparticulas | Microparticulas Solidos Tf (°C)

cargadas Tf (°C) vacias Tf (°C)

Q 180,1 177,3 Q: 134,6 - 189,5
HPMC 188,7 187,6 HPMC: 147,3 - 175,5
GEL 188,3 192,6 GEL: 143,5- 184,9 - 189,2 - 207,0
Q: 134,6 - 189,5
Q-HPMC 176,8 177,3
HPMC: 147,3 - 175,5
Q: 134,6 - 189,5
Q-GEL 186,1 178,2
GEL: 143,5- 184,9 - 189,2 - 207,0
HPMC: 147,3 - 175,5
HPMC-GEL 191,5 194,7
GEL: 143,5- 184,9 - 189,2 - 207,0
NM - - 186,1

Difraccion de rayos X

Los estudios de DRX se realizaron para confirmar los resultados de los
estudios térmicos y completar la caracterizacion de los discos microparticulados.
Las Figura 52 y 53 muestran los patrones de rayos X del NM, los polimeros de
partida y los diferentes sistemas desarrollados. El difractograma del NM (descripto
previamente) mostré un patron cristalino tipico [89]. Los difractogramas de los
polimeros de partida estuvieron de acuerdo con los datos reportados previamente
(Capitulos I y II, paginas 36 y 60). El Q mostr6 un pico a 20° relacionado con los
cristales de Q anhidro [111], la GEL solo tuvo un pico cristalino tipicamente ancho

a 21,8° [112], mientras que la HPMC present6 dos picosa 9°y 21°[151, 152].
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Figura 52. Difractogramas del NM y de los sistemas desarrollados: A) Q, B) GEL, C) HPMC
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Los difractogramas de los sistemas microparticulados cargados con NM no
evidenciaron ningun pico definido correspondiente al farmaco. Aunque algunos
picos en los sistemas microparticulados como a 15,59° y 20,80° podrian
corresponder al NM, su intensidad estd en el rango del ruido instrumental. Este
resultado concuerda con lo obtenido por el andlisis CDB, e indica que el NM se
encontraria en un estado amorfo, o que en las Mps la cristalinidad NM estaria por

debajo del limite de deteccion [91].

Actividad in vitro - Halos de inhibicion en funcion del tiempo

Como se observa en la Figura 54, después de 1 h de ensayo, los halos
producidos por el NM y los sistemas basados en GEL y HPMC-GEL fueron los mas
grandes (44-47 mm), mostrando diferencias significativas (p <0,05) con los otros
sistemas microparticulados (35-39 mm). En la segunda hora de ensayo, se
observaron diferencias significativas (p <0,05) entre los halos de inhibicién
producidos por los sistemas basados en 100% Q y Q-HPMC (28-30 mm) con
respecto a los otros sistemas (33-37 mm).

Después de 5 h de ensayo, los halos producidos por el NM disminuyeron
significativamente en comparacién con todos los sistemas, seguido de las Mps
basadas en 100% GEL, 100% HPMC y la combinacion de HPMC-GEL. Los sistemas
basados en Q-HPMC y Q-GEL generaron halos de inhibicién mayores luego de 6 y 7
h de ensayo. Particularmente, el halo de inhibicién producido por el sistema
microparticulado basado en Q-GEL se mantuvo desde la cuarta a la séptima hora

de ensayo.
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Figura 54. Halos de inhibicién producidos por los diferentes sistemas desarrollados

Estos resultados podrian explicarse por la exposicién del NM al medio de
cultivo. La GEL es un polimero hidréfilo que se hincha facilmente en el agua
exponiendo el NM cargado al medio de cultivo. Por otro lado, el Q es soluble en
soluciones acidas pero poco soluble a pH neutro, por lo que mantendria su
estructura microparticulada. Después de 1 h de ensayo, los sistemas basados en
polimeros que se hinchan facilmente (GEL y HPMC-GEL), expusieron mas NM al
medio lo que produjo halos mas grandes. El sistema microparticulado basado en
100% de Q produjo halos mas pequefios al comienzo del ensayo, debido a que la
matriz no pudo hincharse en el medio y, por lo tanto, se expuso un contenido
menor de NM al medio de cultivo. Se observaron halos de 20 mm luego de 7 h de
ensayo producidos por el sistema Q-GEL, mientras que el NM produjo un halo mas
pequefio, de 3 mm de diametro. En este tiempo, el halo de inhibicién del NM fue
muy similar al producido por el sistema microparticulado basado en 100% de GEL.

Estos resultados demostraron que la microencapsulacion del NM en el

sistema Q-GEL produjo una liberacién controlada para este IFA.
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CONCLUSIONES

Se desarrollaron y caracterizaron diferentes sistemas microparticulados
basados en combinaciones de polimeros (catiénico, aniénico y no iénico) cargados
con nitrato de miconazol. Todos los sistemas mostraron una buena eficiencia de
encapsulacién; entre ellos, los valores mas altos se obtuvieron utilizando un dnico
polimero i6nico, probablemente debido a las interacciones entre el fArmaco y los
polimeros antes del proceso de secado por aspersion. Las interacciones entre los
polimeros se observaron mediante espectroscopia infrarroja, mientras que el
estado del nitrato de miconazol y los polimeros en los sistemas se estudiaron
mediante andlisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido, lo que
demostré que los polimeros producian un efecto protector sobre el farmaco y
también que el mismo se encontraria principalmente en un estado amorfo, en
concordancia con los resultados obtenidos por difraccién de rayos x.

La actividad in vitro de los sistemas en el tiempo mostr6 que las
microparticulas basadas en polimeros con carga opuesta presentaron una
liberacién controlada del faArmaco, lo que mantendria su eficacia terapéutica en un

tiempo de al menos 7 horas.
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CAPITULO YV

“Formulacion de sistemas poliméricos

nanoparticulados”
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CONSIDERACIONES GENERALES PARA EL
PRESENTE CAPITULO

Como se menciond anteriormente, un farmaco modelo frecuentemente
utilizado para tratar la candidiasis bucofaringea es el nitrato de miconazol. Este
tipo de infecciones fungicas tépicas suelen causar dolor, ardor y prurito, y por lo
tanto, el uso de farmacos anestésicos como la lidocaina, podria ser util en las
primeras etapas del tratamiento.

La nanoencapsulacién empleando biopolimeros podria proteger a los
farmacos impidiendo su degradaciéon. Ademads, estos sistemas podrian producir
una liberacién sostenida de los farmacos, incrementando la actividad de las
formulaciones en el tiempo, reduciendo el nimero de aplicaciones necesarias para

completar el tratamiento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar nanoparticulas poliméricas conteniendo nitrato de miconazol y
clorhidrato de lidocaina como farmacos modelo.

e Realizar la caracterizacion fisico-quimica de los sistemas preparados:
eficacia de encapsulamiento, tamafio, indice de polidispersidad, y
difraccion de rayos X.

e Evaluar la liberacién de los IFAs desde las nanoparticulas y la actividad de
los sistemas conteniendo nitrato de miconazol mediante ensayos in vitro en

cultivos de C. albicans.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Q (ChitoClear®, 250-300 KDa de peso molecular promedio y >95% de N-
deacetilacién) fue suministrado por Primex (Noruega), GEL fue adquirida por
Fluka 24723-500G-F (Alemania), Pluronic F-127 proporcionado por Sigma-Aldrich
(Buenos Aires, Argentina), dimetilsuféxido (DMSO) adquirido por Anedra
(Argentina), NM y clorhidrato de lidocaina (CHLID) de grado farmacéutico fueron
suministrados por Parafarm (Buenos Aires, Argentina). Todos los demads reactivos

fueron de grado analitico.

Métodos
Preparacion de nanoparticulas

La GEL (200 mg) se disolvié en 16 mL de agua destilada a 60 °C. A esta
solucion se le anadié gota a gota 32 mL de una solucion etandlica de Pluronic F-
127 (P-127, 2% p/v) agitando a 400 rpm. La relacién empleada entre el P-127 y la
GEL fue 32:1 [152]. Posteriormente, se adicion6 el NM o el CHLID (ambos fadrmacos
al 20% p/p respecto a la masa total de polimeros empleados en cada sistema).
Simultaneamente, una solucion de Q (200 mg en 133 mL de acido acético 30% v/v)
y se afiadié gota a gota a la solucién de GEL y P-127 (mantenida a 40 °C) agitando a
400 rpm durante 24 h para reticular las nanoparticulas (Nps) [153]. Las
dispersiones obtenidas se congelaron y se liofilizaron (Labconco, Kansas City, MO,
EE. UU) durante 24 h a -50 °C. La composicién de las distintas formulaciones
preparadas se presenta en la Tabla X. Adicionalmente, se sintetizaron Nps sin

farmacos que fueron empleadas como blancos de los sistemas.
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Tabla X. Composicion de las nanoparticulas desarrolladas

Proporcion de Carga de los IFAs
polimeros [% p/p respecto a los polimeros]
Sistema Q GEL NM (20% p/p) | CHLID (20% p/p)
1 10% 90% v -
2 25% 75% v -
3 50% 50% v -
4 75% 25% v -
5 90% 10% v -
6 10% 90% - v
7 25% 75% - v
8 50% 50% - v
9 75% 25% - v
10 90% 10% - v

Caracterizacion de las nanoparticulas
Eficacia de encapsulamiento

La eficacia de encapsulamiento se determiné mediante diferentes métodos
en funcion del IFA cargado. En el caso de los sistemas cargados con NM, 30 mg de
cada sistema se colocaron en 90 mL de metanol (solvente en el cual el NM es
completamente soluble) [155, 156] y la dispersion se agité a 400 rpm durante 4 h a
temperatura ambiente (a fin de asegurar la completa extraccion del NM de las
Nps). La concentracion de NM en la solucion se determind
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 232 nm por cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC), empleando un cromatégrafo de la serie 1200 de

Agilent Technologies (Santa Clara, EE. UU.). La determinacion se llevé a cabo a 40
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°C utilizando una columna SiliaChrom C18 (150 x 4,6 mm, 5 um) y usando como
fase movil una mezcla acetato de amonio (50 mM, pH = 4) : acetonitrilo (35:65)
bombeada a un caudal de 1,5 mL/min [156]. El porcentaje de EE se calcul6 de
acuerdo con la Ecuacién 2 (Capitulo 1V). Este procedimiento fue realizado por
triplicado.

Para el caso de los sistemas cargados con CHLID, cada muestra de
nanoparticulas (75 mg) se agité en 30 mL de buffer fosfato (solvente en el cual el
CHLID es completamente soluble) durante 1 h, a temperatura ambiente bajo
agitacion magnética (400 rpm) para extraer completamente el farmaco. El
porcentaje de EE se determiné por espectrofotometria UV a 265 nm
(espectrofotémetro UV Shimadzu UV-1800 Kyoto, Jap6n) [157] de acuerdo con la

Ecuacién 2 (Capitulo IV). El ensayo se realizé por triplicado.

Potencial Zeta, determinacion de tamaiio e indice de polidispersidad

Los ensayos se llevaron a cabo utilizando un instrumento de dispersiéon
dinamica de luz (DDL) (Horiba, Nano Particle Analyzer SZ-100, Kyoto, Jap6n). Los
parametros medidos fueron el tamafio de las Nps, el indice de polidispersidad (IP)
y el potencial zeta (Pz). Los tamafios de los nanosistemas (diametro
hidrodinamico) se midieron teniendo en cuenta una distribuciéon de tamafio de
particula. Todas las mediciones se realizaron por triplicado con un angulo de 173°

a25°C.

Difraccion de rayos X

Los estudios de difraccion de rayos X del NM, CHLID, los polimeros de
partida y las diferentes Nps fueron realizados como se ha descrito en los capitulos

anteriores.
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Estudio de disolucion del IFAs y liberacion desde los sistemas

Los estudios de disolucién se realizaron a 37 °C en 900 mL de saliva
artificial, o con el agregado de un 1% de lauril sulfato de sodio (LSS) al medio,
utilizando un aparato USP XXIV 2 (Hanson Research, SR8 8-Flask Bath, Ontario,
Canada) con paletas rotando a 50 rpm [65]. Se utilizaron diferentes masas de los
sistemas nanoparticulados teniendo en cuenta para ello la EE de cada sistema. La
masa empleada de cada sistema fue la que contenia 200 mg de NM o 600 mg de
CHLID. Los sistemas se dispersaron en el medio de disolucién y a diferentes
intervalos de tiempo: 0, 10, 20, 30, 40, 50 60, 90, 120, 180, 240, 300 y 360 min se
tomaron tres muestras de 5 mL.

La cantidad de farmaco liberado se determin6 mediante espectrofotometria
UV utilizando la banda de absorcion del IFA a 265 nm (CHLID) o a 272 nm (NM). Se
afiadié un volumen igual del medio de disolucion después de cada recoleccion de

muestra para mantener un volumen constante.

Actividad antifuingica in vitro mediante el método de microdilucion en caldo

Preparacion de soluciones madre

Se prepararon soluciones madre de los diferentes sistemas a una
concentracion de 800 pg/mL en DMSO. Las soluciones se conservaron a -20 °C. Se
utiliz6 NM como estandar a partir de una solucion madre preparada a una

concentracion de 800 pg/mL en DMSO, y se conservé a 4 °C [158].
Evaluacion de la concentracion inhibitoria minima

La Concentraciéon inhibitoria minima (CIM) del farmaco y los sistemas se
determiné mediante el método de microdiluciéon en caldo recomendado por CLSI
para levaduras, en microplacas de 96 pocillos, con la modificacién de que el medio
utilizado fue Sabouraud-glucosa [159].

Para el ensayo, soluciones de trabajo (preparadas a partir de las soluciones

madre) de las muestras a analizar, se diluyeron al medio en forma seriada
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obteniéndose un rango de concentraciones entre 16 y 0,002 pg/mL. Un volumen
de 100 pL de cada solucion, se colocé en los diferentes pocillos de las microplacas.
La concentracion de DMSO fue < 1% [160]. A continuacidn, se agregaron 100 pL de
suspension de inoculo o 100 pL de agua destilada estéril en los pocillos
correspondientes. Cada ensayo se realizé por duplicado. Las placas se incubaron
en oscuridad durante 24 h a 28 °C utilizando camara humeda. Luego del tiempo de
incubacion, se obtuvieron los valores de absorbancia de los pocillos a 405 nm con
un lector de microplacas (Figura 55). A partir de estos valores, se calcularon los
porcentajes de inhibicion del crecimiento fungico a las diferentes concentraciones

ensayadas empleando la Ecuacién 3, y se construyeron las curvas dosis-respuesta.

Porcentaje de inhibicién =100-((Abscyu-Abssm)/(Abscc-Absce))x100 [Ecuacion 3]

Donde Abscm es la absorbancia promedio a una dada concentracion de la
muestra, Abssm es la absorbancia del blanco de las muestras, Abscc es la
absorbancia promedio de los controles de crecimiento y Absck es la absorbancia

promedio de los controles de esterilidad.

Concentracion Inhibitoria Minima

(CIM)
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=g 9000000000000 a%o%ooooo
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1§ 1998558998099 mun 12222238822282
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(O Pocillo prueba (Nps + inoculo) 8 g;eggi:i::ic;nto

O Pocillo control (Nps + Hz0)
O Pocillo control de crecimiento (inoculo + H20)

@ Pocillo control de medio (medio de cultivo + H20)

Figura 55. Preparacion de las microplacas de 96 pocillos para la determinacién de la CIM

del farmaco y de los sistemas siguiendo los lineamientos del CLSI
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Actividad in vitro - Determinacion de la concentracion fungicida minima

La concentracion fungicida minima (CFM) es la estimaciéon mas comun de la
actividad fungicida de un compuesto y representa la menor concentracién del
agente antifungico necesaria para matar el 99,99% del inoculo inicial luego de 24 h
de incubacidén bajo condiciones estandarizadas. Este ensayo se realizé de la
siguiente manera: de la microplaca en la que se determiné la CIM de cada muestra,
se tomaron 10 pL de los pocillos que contenian la muestra a la CIM y de los pocillos
por encima de la misma (concentraciones mayores), y se sembraron en placas de
Petri conteniendo agar Sabouraud-glucosa. Luego de la incubacién en oscuridad

durante 24-48 h a 28 °C, se observo el crecimiento de las levaduras [161, 162].

Actividad in vitro - Halos de inhibicion en funcion del tiempo

La prueba de la zona de inhibiciéon en funcién del tiempo fue realizada como
se ha descrito en los capitulos anteriores. En este caso se emple6 una masa de NM
en polvo de 8 mg adherido a una cinta como control y se colocaron las Nps
(conteniendo una masa de NM equivalente a 8 mg) sobre la superficie del agar.
Cada sistema se movié a otra zona del cultivo después de 1 h y el procedimiento se
repitié6 durante 24 h. Luego, las placas se incubaron al aire a 28 °C y se leyeron
después de 24 h. Los diametros de los halos generados por cada disco se

determinaron utilizando un calibre [121].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Eficacia de encapsulamiento, potencial zeta, determinacion de tamaifio e

indice de polidispersidad

Como se puede observar en la Tabla XI, se obtuvieron porcentajes de EE que
variaron entre 34,50 y 96,46% para el CHLID y entre 65,14 y 96,76% para el NM.
Los valores mas bajos de EE para los farmacos se obtuvieron cuando las
concentraciones empleadas de Q fueron bajas (10 y 25%). Este hecho fue mas
evidente para el caso del CHLID y podria deberse a que el fArmaco es totalmente
soluble en medio acuoso, por lo que se necesita un mayor nimero de interacciones
con el Q (polimero que se encuentra cargado positivamente al pH en que se
desarrollaron los sistemas) para contener al farmaco en el interior de la
nanoparticula. El rango de los tamafios de las Nps, estuvo entre 118,7 y 319,5 nm,
lo cual es aceptable para este tipo de sistemas [163]. En la caracterizacion de
nanosistemas, el parametro IP es el grado de dispersion del sistema, el mismo se
debe encontrar entre 0 y 1, siendo 0 una distribucién de tamafio sin dispersién
(monodispersa), y 1 una distribucién de tamafio muy amplia, o polidispersa [165-
167]. En este caso los nanosistemas presentaron un IP que varié entre 0,120 y
0,596, mostrando una dispersion moderada y adecuada [167]. El Pz, otro de los
parametros estudiados, es la carga eléctrica efectiva en la superficie de las Nps.
Este parametro vari6 entre 20,11 y 37,12 mV, y en todos los casos fueron valores
positivos, indicando una carga superficial positiva. Este hecho podria deberse a
que el pH del medio se encontro6 por debajo de 6,3, debido al 4cido acético utilizado
en la preparacion de la solucién de Q. Como se ha mencionado, el Q, a un pH < 6,3,
posee sus grupos aminos protonados y la GEL en este medio, sus grupos carboxilos

protonados (pero sin carga neta).
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Tabla XI. Propiedades de los sistemas nanoparticulados estudiados

Sistema EE (%) | Tamafio (nm) IP Pz (mV)

10Q-90GEL - 2184 +15 0,422+0,019 | 34,3011
10Q-90GEL-NM 65,14 131,1+2,1 0,278 £0,024 | 23,20+1,5
10Q-90GEL-CHLID 34,50 199,3+0,9 0,596 £ 0,051 33,1118
25Q-75GEL - 132,2+1,3 0,551+0,112 26,15+2,6
25Q-75GEL-NM 81,17 139,3+1,7 0,381+0,047 | 27,30+1,0
25Q-75GEL-CHLID 57,13 153,9+2,6 0,288 £ 0,033 27,1228
50Q-50GEL - 164,4 +3,4 0,380 0,027 | 34,63x1,1
50Q-50GEL-NM 77,68 187,4 £ 4,5 0,120 £ 0,045 29,60+2,1
50Q-50GEL-CHLID 67,29 174,8+ 2,3 0,149 £ 0,065 30,0723
75Q-25GEL - 198,8+0,8 0,525+0,083 | 27,05+1,4
75Q-25GEL-NM 95,25 118,7+0,9 0,326 +0,074 | 20,30+2,6
75Q-25GEL-CHLID 77,80 1789+ 1,6 0,415 £ 0,091 20,11 +£3,7
90Q-10GEL - 267,6 +2,8 0,534 +0,026 | 37,12+14
90Q-10GEL-NM 96,76 319,531 0,216 £ 0,047 | 23,1417
90Q-10GEL-CHLID 96,46 1499+ 2,6 0,410+ 0,063 21,14+ 1,6

Difraccion de rayos X

Los difractogramas del NM, los polimeros de partida y las Nps cargadas con
este [FA se presentan en la Figura 56A. El difractograma del NM estuvo de acuerdo
con los datos reportados en los capitulos precedentes. El difractograma del Q
empleado para desarrollar las Nps, mostr6 un pico en 19,87° relacionado con los
cristales de Q anhidro [111]. La GEL revel6 una estructura esencialmente amorfa
con una banda ancha y poco prominente alrededor 20° [83]. Finalmente, el

difractograma del P-127 mostré los 2 picos caracteristicos en 19,2° y 23,4°
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coincidentes con lo reportado en la bibliografia [168]. En los difractogramas de los
nanosistemas, se pueden observar 2 picos en 19° y 23° debido a la presencia del P-
127 en las Nps, las sefiales correspondientes a estos picos disminuye a medida que
la relacion de Q con respecto a la GEL aumenta (como se detalld en la seccion
“Materiales y Métodos” la relacion P-127:GEL se mantiene fija (32:1)). En
consecuencia una disminuciéon de la GEL en la formulacidn, se relaciona con una
disminucién de la cantidad de P-127. Respecto a las sefales caracteristicas del
farmaco, en ninguno de los difractogramas de los nanosistemas se evidencia algin
pico caracteristico del NM. Esto podria deberse a que el IFA en el proceso de
preparacion perdié parcial o totalmente su cristalinidad, encontrandose de manera
parcialmente cristalina (por debajo del limite de deteccién) o en un estado amorfo
en los sistemas. En la Figura 56B, se observan los difractogramas del CHLID, los
polimeros de partida y las diferentes Nps cargadas con este farmaco. El
difractograma del CHLID present6 picos caracteristicos de cristalinidad [169, 170]
y el estudio de los polimeros de partida se analiz6 anteriormente, por lo que no se
volvera a detallar. Con respecto a los difractogramas de los nanosistemas cargados
con CHLID, los mismos fueron similares a los difractogramas cargados con NM. En
este caso, tampoco se pudo evidenciar algin pico caracteristico del CHLID,
posiblemente debido una reduccién parcial de su cristalinidad o al paso al estado

amorfo durante el proceso de obtencién de las Nps.

129



A
/\./Jt\.—.—\ GEL polimero

/Ml\ Q polimero
— P-127 polimero
e/ Nps 90Q-10GEL-NM

i n Nps 75Q-25GEL-NM

Nps 50Q-50GEL-NM

—--“M—“ Nps 25Q-75GEL-NM
"'_M-‘———— Nps 10Q-90GEL-NM

I
10 20 30 40 50 20

B
CHLID
M GEL polimero
Qpolimero
P-127 polimero
A\ Nps 90Q-10GEL-CHLID

“"“n""‘A_L_‘ Nps 75Q-25GEL-CHLID
" ﬂ Nps 50Q-50GEL-CHLID
n A oraa Nps 25Q-75GEL-CHLID
ol — Nps 10Q-90GEL-CHLID

r T T T 1
10 20 30 40 50 20

Figura 56. Difractogramas de: A) NM, polimeros de partida y las nanoparticulas cargadas
con este [FA y B) CHLID y los sistemas, polimeros de partida y las nanoparticulas cargadas

con este IFA
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Estudio de disolucion de los IFAs y liberacion desde los sistemas

Los perfiles de disolucion del NM, el CHLID y los diferentes nanosistemas en
saliva artificial se muestran en la Figura 57A y 57B. El CHLID, al ser un farmaco
muy soluble en agua, presenté una rapida velocidad de disolucién, y alcanzo el
100% solubilizado después de 10 min de ensayo. En los sistemas nanoparticulados
cargados con CHLID, se observ6 una velocidad de disolucién controlada durante
todo el ensayo (entre 24,0 y 42,1%), a pesar que el CHLID redujo su cristalinidad
por debajo del limite de deteccién o se encuentra en estado amorfo en los
nanosistemas (Figura 57A).

La disolucion del NM y la liberacion desde las Nps cargadas con este IFA en
saliva artificial fue similar, generando perfiles de disolucién casi superponibles.
Ningun sistema, ni tampoco el fairmaco sin nanoencapsular, permitieron superar el
6,3% de farmaco disuelto al final del ensayo (Figura 57B). Por lo tanto, empleando
este medio de disoluciéon no se ha podido obtener ninguna informacién para
analizar el comportamiento de las Nps. Por este motivo, se decidié llevar a cabo
nuevamente el ensayo de disolucion del NM y los nanosistemas (cargados con este
IFA) en un medio que contenia LSS al 1% p/v. Como se observa en la Figura 57C, la
velocidad disolucion del NM fue de casi el 80% a los 40 min de ensayo en este
medio, mientras que todos los sistemas nanoparticulados tuvieron una liberacion
mas controlada del IFA.

En base a lo observado en las Figuras 57A y 57C, los sistemas
nanoparticulados presentaron valores de liberacién menores que los IFAs en
estudio. Tanto en la Figura 57A como 57C se observé ademdas una tendencia:
cuando la proporciéon de Q fue mayor, la liberacion del farmaco desde las
nanoparticulas fue menor. Este hecho podria deberse a que en un medio acuoso
neutro (saliva artificial), el Q, al ser practicamente insoluble en este medio, retiene

la liberacién del fArmaco.
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Si bien en los capitulos anteriores nos hemos focalizado en aumentar la
velocidad de disolucién del farmaco poco soluble, en este capitulo se intenta
controlar la liberaciéon del mismo desde las Nps. El fAirmaco en el interior de los
nanosistemas probablemente se encuentre en un estado amorfo o ha disminuido
su cristalinidad (segun lo observado en los estudios de DRX); por lo tanto la
proporciéon de farmaco que se vaya liberando en el tiempo desde las
nanoparticulas podria ejercer rapidamente su efecto terapéutico. Por lo tanto, el
control de la liberaciéon desde los nanosistemas permitiria mantener el efecto

terapéutico de las formulaciones en el tiempo.

Actividad in vitro - Determinacion de la CIM y CFM

En la Tabla XII se presentan las CIM1o0o, CIMso y los valores de CFM de los
sistemas nanoparticulados y del NM. La CIM1o00 se define como la concentracién
minima que causé la inhibicién completa del 100% de la levadura y la CIMso
representa la concentraciéon que inhibe el 50% del crecimiento flingico [171]. Los
sistemas nanoparticulados sin fArmaco cargado no mostraron actividad contra C.
albicans. Por el contrario, tanto el NM como las Nps cargadas con este IFA
inhibieron el crecimiento de C. albicans con CIM100 entre 0,015 y 2,000 pg/mL y
CIMso entre 0,004 y 0,250 pg/mL. Ademas de la CIM, se determiné la capacidad
fungicida de los sistemas activos, a través de la determinacién de la CFM. La CFM
obtenida para NM fue 4 pg/mL indicando que es fungistatico comparando este
valor con su CIMso que fue de 0,004 pg/mL. Un compuesto es fungicida cuando el
valor de CIM es similar a la CFM, para este caso la CIM << CFM [172].

Los sistemas nanoparticulados mostraron valores de CFM >16 pg/mlL,

evidenciando que ninguno de los sistemas tiene efecto fungicida, sino fungistatico.
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Tabla XII. Valores de CIM1go, CIMso y CFM de los sistemas nanoparticulados y el NM

Sistema CIM100 CIM;s CFM
NM 0,015 0,004 4
10Q-90GEL >16 >16 >16

10Q-90GEL-NM 0,03 0,015 >16

25Q-75GEL >16 >16 >16

25Q-75GEL-NM 0,25 0,015 >16

50Q-50GEL >16 >16 >16

50Q-50GEL-NM 16 0,015 >16

75Q-25GEL >16 >16 >16

75Q-25GEL-NM 0,5 0,250 >16

90Q-10GEL >16 >16 >16

90Q-10GEL-NM 2 0,250 >16

Contrariamente a lo obtenido en los capitulos anteriores, las Nps con alto
contenido de Q no mostraron mayor actividad respecto de aquellas con bajo

contenido de este polimero.

Actividad in vitro - Halos de inhibicion en funcion del tiempo

En la Figura 58 se muestran los diametros de los halos de inhibicién
producidos por el NM y los nanosistemas cargados con este IFA. Se observé que
durante la segunda hora de ensayo, los halos de inhibiciéon del NM y los diferentes
sistemas fueron entre 27,0 y 36,5 mm de didmetro. Todos los halos de inhibicién
disminuyeron lentamente hasta la sexta hora de ensayo (25-26 mm). A partir de
ese tiempo el NM disminuy6 considerablemente su actividad en el cultivo de
Candida evaluado (8 mm). No fue asi con los diferentes sistemas nanoparticulados

que mantuvieron su actividad en ese tiempo.
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Figura 58. Halos de inhibicién producidos por los diferentes sistemas desarrollados

Luego de 24 h de ensayo, el NM no produjo halo de inhibicion.
Contrariamente los nanosistemas mantuvieron su actividad, mostrando halos de
inhibicién de entre 19 y 26,8 mm al final del ensayo. Este hecho podria explicarse
relacionandolo con el estudio de disolucion (Figura 57C). Estos sistemas retardan
la velocidad de disolucion del NM, provocando una lenta liberacién del fArmaco, en
consecuencia una liberacion sostenida en el tiempo. Esto se condice con lo
postulado en los sistemas microparticulados basados en la combinaciéon Q-GEL
(Capitulo IV, pagina 117). Sin embargo, los sistemas nanoparticulados fueron
notablemente mas eficientes que los microparticulados en controlar la liberacién

del NM.
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CONCLUSIONES

Se desarrollaron y caracterizaron diferentes sistemas nanoparticulados
basados en combinaciones de polimeros cargados con nitrato de miconazol y
clorhidrato de lidocaina por separado. Todos los sistemas mostraron poder
encapsular a los fArmacos. Ambos habrian disminuido su caracter cristalino o se
encontrarian en un estado amorfo dentro de los sistemas.

La actividad in vitro en el tiempo de los nanosistemas, cargados con nitrato
de miconazol se mantuvo por 24 h, demostrando una liberaciéon controlada del
farmaco, condiciéndose con los estudios de velocidad de disolucion.

Estos sistemas nanoparticulados fueron capaces de controlar la liberacién
de los IFAs, y en consecuencia, podrian ser utilizados incorporandolos dentro de
una matriz polimérica adhesiva para mantener la eficacia terapéutica durante un

tiempo prolongado.
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CONCLUSIONES FINALES Y PROYECCIONES A
FUTURO

1. En este trabajo de Tesis se desarrollaron y caracterizaron matrices
poliméricas mucoadhesivas empleando combinaciones de polimeros
catidénicos, aniénicos y no idnicos cargadas con nitrato de miconazol,
observandose que si bien todas las formulaciones presentaron buena
actividad antifiingica, aquella basada en la combinacién de quitosano e
hidroxipropil metilcelulosa fue la formulacién mas apropiada en términos

de propiedades mecanicas y adhesividad.

2. Se desarrollaron diferentes matrices poliméricas empleando cinco
polimeros con diferentes densidades de carga conteniendo nitrato de
miconazol. Las formulaciones mas apropiadas fueron aquellas basadas en
las combinaciones de quitosano-gelatina, y quitosano-carbopol, las cuales
mostraron buenas propiedades mecanicas y de adhesividad, indice de
hinchamiento bajo y una mayor actividad antifingica respecto al nitrato de

miconazol.

3. Respecto al modo de incorporacion del farmaco en las matrices, no se
detectaron diferencias significativas en el comportamiento mecanico entre
la incorporacién del nitrato de miconazol suspendido y solubilizado a las

concentraciones analizadas.

4, Con el fin de mantener la actividad del farmaco en el tiempo, se
desarrollaron y caracterizaron diferentes sistemas microparticulados
basados en combinaciones de polimeros naturales cationicos, anionicos y
no iénicos cargados con nitrato de miconazol. Todos los sistemas mostraron
una buena capacidad de encapsulamiento del farmaco. La actividad in vitro

de los sistemas en el tiempo mostré que las microparticulas basadas en
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polimeros con carga opuesta presentaron una liberaciéon controlada del

nitrato de miconazol durante 7 horas.

5. Finalmente se desarrollaron y caracterizaron diferentes sistemas
nanoparticulados basados en combinaciones de polimeros catidnicos y
anidnicos cargados con nitrato de miconazol y clorhidrato de lidocaina.
Todos los sistemas lograron encapsular a los farmacos y mantener la

actividad in vitro del nitrato de miconazol en el tiempo por 24 horas.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, se plantea como
trabajo a futuro el desarrollo de matrices poliméricas mucoadhesivas cargadas con
clorhidrato de lidocaina que permitan una rapida velocidad de liberacién de este
farmaco y simultaneamente con nanoparticulas conteniendo nitrato de miconazol.
De este modo se lograria un rapido efecto anestésico, y a la vez una actividad
antifdngica prolongada. Asi seria posible reducir el nimero de aplicaciones
respecto a los tratamientos convencionales (buches y geles) sin disminuir la
eficacia terapéutica, haciendo mas simple el cumplimiento de la farmacoterapia

por parte del potencial paciente.
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