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RESUMEN

La investigacion realizada en este trabajo de tesis comprende la preparacién y
evaluacion reoldgica y farmacocinética de un sistema portador de farmaco constituido por el
polielectrolito acido (PE): Carbomer (CB) neutralizado con Ciprofloxacino (Cip) y distintas
proporciones del ion Na'; con el objeto de correlacionar parimetros estructurales con los

correspondientes a la liberacion del farmaco.

Para su estudio, estos complejos (CB-Cip) con distintos porcentajes molares de
sodio (Na") ((CB-Cip);Na,, con X: 5, 10, 12, 14, 16 y 20 % en concentracién molar) son
obtenidos en forma soélida como sistemas particulados. El método de preparaciéon es

sencillo y no requiere equipamiento costoso.

Mediante estudios de analisis térmico, se determiné que los productos particulados

(CB-Cip);,Na,se presentaron como complejos i6nicos amotfos.

Los complejos preparados fueron caracterizados reolégicamente, midiendo las
propiedades viscoelasticas clasicas: el modulo elastico (G') y el médulo viscoso (G"). Se
estudié el material hidratado con distintos fluidos de relevancia biolégica, como soluciéon

fisiolégica (SF), buffer fosfato (BF) pH=0,8 y agua destilada (AD) a diferentes

temperaturas (25, 32 y 37°C). Los resultados obtenidos permitieron conocer interesantes

propiedades de la estructura de estos materiales que dependian de la concentracién molar
del ion Na", de la concentracién de los complejos (% p/p) en los distintos medios, como
asi también determinar cémo variaba la afinidad de estos complejos con los medios

anteriormente mencionados para formar geles.

Se realizaron estudios de liberacion del farmaco desde los complejos, con
concentracién del 21 % p/p en BF pH=06,8 utilizando como medio de disolucién en el

disolutor BF a 37°C. A partir de los resultados obtenidos y analizados estadisticamente por
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ANOVA y LSD (Least significant difference) se establecié una correlaciéon entre las
variables estadisticas analizadas y el médulo G'. La cantidad de farmaco liberado por estos
sistemas depende de las reticulaciones que promueve el ion Na que actia como ligante

entre las macromoléculas, presentandose un rango en el cual la cantidad de farmaco

liberado es similar [10-14] % Na".

La reologfa da informacién de la estructura del material particulado e hidratado vy,
en determinadas condiciones de trabajo, es posible establecer una correlaciéon con la

liberacién del farmaco,

A partir de la experiencia acumulada en esta tesis es posible avanzar en el
conocimiento del comportamiento de complejos Polielectrolito - Farmaco (PE-F) en

relacién con el medio en que acttan.
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ABSTRACT

The present work consists on the preparation and rheological and pharmaco-kinetic
evaluation of a drug carrier system based on an acid polyelectrolyte (PE), Carbomer (CB),
Ciprofloxacine (Cp) and different Na* concentrations, with the purpose of correlating

structural and drug release process parameters.

The (CB-Cip) complexes with different sodium (Na") molar concentrations, ((CB-
Cip);Na,, where X: 5, 10, 12, 14, 16 y 20 %) were obtained as solid particulate systems.

The preparation method is simple and no expensive equipment is required.

By means of thermal analysis tests, it was established that the particulate products

(CB-Cip)s,Na, are amorphous ionic complexes.

Those complexes were rheologically characterized with standard viscoelastic
properties: the elastic (G') and the loss (G") moduli. The material was hydrated with
different biological relevance fluids, such as physiological solution (SF), phosphate buffer

solution (BF) pH=6.8 and distilled water (AD) at several temperatures (25, 32 and 37°C).

The results of this study contributed to understand how the sodium molar concentration
and the weight fraction of the above mentioned complexes determined their affinity with

different biological studied fluids to form gels.

The drug release experiments were petformed on BF pH=6.8, 21% w/w

complexes in BF solution media at 37°C. The results were statistically analyzed by ANOVA

and LSD (Least significant difference) and a relation between the statistical properties and
the elastic modulus G' was established. The amount of released drug depends on the
reticulations induced by the Na" ion, which acts as macromolecules ligand. A concentration

rank of [10-14] % Na" where the amount of released drug is similar was observed.



Rheology tests provided information on the particulate and hydrated material
structure and, at certain work conditions, was possible to determine a correlation with the

drug release process.

From the experience achieved in this thesis work, we conclude that it is plausible to
make use of rheological information for a better understanding of the behavior of
Polyelectrolyte — Drug complexes (PE-F) related to their ability to control drug release in

specific conditions.
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Capitulo 1

1.1 Introduccién
1.1.1 Sistemas de liberacion modificada: generalidades

El tiempo que la industria farmacéutica emplea desde el descubrimiento de una
nueva molécula farmacolégicamente activa hasta la venta del medicamento es de al menos
diez afios, implicando altos costos y variados procedimientos (Knockaert y col., 2015;

Vaya y col., 2017; Kaur & Verma, 2015).

El nimero de medicamentos basados en nuevas moléculas que han sido lanzados al
mercado no ha crecido practicamente desde los afios 70, y desde el 2000 esta estabilizado
en alrededor de 20 productos al afio. Es decir que, a pesar del aumento de las inversiones,

el declive en la productividad del sector es evidente (Pelaez, 2010; Battistini, 2015).

En los dltimos afios, el desarrollo de nuevos farmacos (F) (sintesis) no ha sido
suficiente para lograr un progreso importante en la efectividad de la farmacoterapia. Esto
se debe principalmente a que el comportamiento in vivo de ciertos principios activos (PA),
o mas aun de ciertas formas farmacéuticas (ff), puede no correlacionarse con los resultados

observados primariamente 7 vitro.

Con la finalidad de salvar los inconvenientes mencionados y garantizar la
confiabilidad, la estabilidad y la seguridad de F de relevancia terapéutica que presentan
propiedades fisicoquimicas y biolégicas desfavorables se han desarrollado nuevos campos
del conocimiento en disciplinas como la Farmacotecnia, la Farmacocinética y la
Biofarmacia. Estas especialidades se han abocado a la tarea de avanzar sobre nuevas
formulaciones, focalizando su interés en atender problemas relacionados con la liberacion

del farmaco, el sitio donde ejerce su accion, la dosis y la via de administracion.

Con el fin de obtener mejor efecto, los nuevos sistemas terapéuticos, ademas de
cumplir con las funciones clasicas, permiten que el F se libere en un lugar adecuado del
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Capitulo 1

organismo, de tal forma que asegure su correcta absorcion, optimizando las propiedades
biofarmacéuticas. De esta manera, se propicia una adherencia adecuada del paciente al
tratamiento, considerando la mejor forma de administracion y actuacion del medicamento

que da lugar a una 6ptima eficacia, seguridad y confiabilidad del sistema (Sufie, 2002).

En este marco, los Sistemas Portadores de Farmacos (SPF), constituyen un ejemplo
de estrategia en el diseflo. Se denomina asi a una plataforma (materiales y procesos)
constituida por la/s molécula/s bioactiva/s y excipientes, con ventajas relativas

comparadas con formas farmacéuticas tradicionales (Tartara, 2013).

Segin lo expuesto, las principales caracteristicas de los SPF es controlar la
liberacion del F tanto espacial como temporalmente, procurando dirigirlo selectivamente al
blanco de la accién farmacodinamica, en una determinada concentraciéon y dentro del

intervalo de dosis terapéuticas efectivas y necesarias para alterar el proceso fisiopatologico

(Navero, 2003).
Otros atributos deseables de los SPF son:

B Capacidad de adecuar y de mantener un control preciso de la velocidad de

liberaciéon del F.
B Proteccién de la sustancia activa contra la inactivacion.
B Que sea aplicable a una amplia variedad de F y ff
B Que se puedan producir a un costo razonable.

B Que permita obtener el resultado farmacoterapéutico deseado, incluso
frente a las variables fisiolégicas como pH y movilidad gastrica, volumen de
fluidos, alimentacion, variabilidad interindividual, etc., en el caso que el

sistema fuese administrado por la via oral.
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B Que permita utilizar nuevas vias de administracién y asf alcanzar sitios del

organismo que antes eran dificiles de acceder (ej: sistema nervioso central).

Estos sistemas, que pueden ser diseflados para las distintas vias de administracion,
requieren para su desarrollo del conocimiento detallado de las propiedades desfavorables

del F, tanto las fisicoquimicas como las farmacocinéticas, Figura 1.1

Baja solubilidad

Caracterfsticas organolépticas

desagradables

Insuficiente permeabilidad

Elevada toxicidad
ARMACO

Coeficiente de reparto
inadecuado

Degradaciéon enzimatica

Margen terapéutico
estrecho

Inestabilidad

Figura 1.1: Potenciales problemas presentado por farmacos que limitan su
utilizacién y pueden ser superados por técnicas Farmacotécnicas

Como ya se menciond, todos estos factores ponen en riesgo la seguridad y eficacia
de un F e influyen significativamente en el disefio de SPF y en la eleccion de los materiales

para el desarrollo de los mismos.

Existe una amplia gama de SPF, desde las pildoras con recubrimiento entérico de
mediados del siglo XIX y otros sistemas en el rango de tamafio macroscopico, siguiendo

con microparticulas hasta el nano-dominio (Crommelin & Florence, 2013).
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Dentro de los SPF se encuentran los sistemas de liberacion modificada (SLM),
donde segun La Farmacopea de los Estados Unidos (USP31-NF26, 2008), se¢ utiliza el
término “liberacion modificada” (modified release) para referirse a formas farmacéuticas en
las que las caractetisticas de disolucién son moduladas en el tiempo y/o en el espacio, a los
fines de cumplir los objetivos terapéuticos y que no pueden alcanzarse con formas

farmacéuticas convencionales.

Por lo tanto, es util distinguir las ff convencionales de los SLM. Las ff
convencionales o de liberacion inmediata son aquellas formulaciones donde la velocidad de
aparicion de un farmaco en el cuerpo se controla mediante el proceso de absorcion
biolégica y no es modificada por un proceso tecnoldgico especifico (European

Pharmacopoeia, 2005).

Dentro de los SLM de farmacos, el mayor porcentaje corresponde a los de

administracion oral, debido a que sigue siendo la ruta de eleccion mas comoda y aceptable.

Entre los factores que mas han contribuido a la evolucién de nuevos SLM, hay que
citar el desarrollo de nuevos excipientes, particularmente de tipo polimérico, la utilizacion
de nuevas tecnologias y, en algunos casos, el perfeccionamiento de procesos tecnologicos

ya existentes.

1.1.2 Estrategias en Farmacotecnia utilizadas para obtener formulaciones soélidas

orales de liberacion modificada

En cuanto a los procedimientos habitualmente empleados para modular la
velocidad de liberaciéon del PA, se pueden citar, entre otros, los siguientes (Hui &

Robinson, 1987):

o Sistema monolitico o matricial: las particulas del farmaco estan dispersas o

solubilizadas en una matriz biodegradable o no, en donde la liberacién de la
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sustancia se produce por difusion, erosion o combinacién de ambos

procesos.

o Sistema de reservorio o controlados por membrana: consta de una capsula de
material polimérico que contiene el PA en estado liquido, sélido o
dispersado en una suspension a partir de la cual la sustancia es cedida por

difusion a través de la pared de la membrana.

®  Bomba osmdtica: El sistema de bomba osmotica estd compuesto por un
nucleo rodeado de una membrana semipermeable insoluble que tiene un
otificio de aproximadamente 0,4 mm de diametro. Su nucleo consta de dos
capas, una conteniendo el farmaco y otra conteniendo el agente polimérico

osmotico. Permite controlar la liberacion del F quimica o mecanicamente.

o Resinas de intercambio ionico: formado por polimeros entrecruzados insolubles
en agua que contienen grupos funcionales formadores de sales. El F se une

a la resina y luego es liberado por intercambio con otros iones.

En las dltimas décadas, los sistemas multiparticulados solidos o sistemas
particulados (SP) adquirieron gran interés por parte de los tecnélogos, debido no sélo a la
facilidad de preparacion, sino también a los beneficios terapéuticos que pueden alcanzarse.
Estos sistemas presentan varias ventajas tecnolégicas y biofarmacéuticas en relacién con las

formas de dosificacion unitaria (Mota, 2010).

Asi, otra manera de clasificar a los SLM es de acuerdo al nimero de unidades de

dosificacion que lo constituyen (Barbosa e Fonseca, 2015):
B Formas farmacéuticas unitarias, denominadas Single Unit Dosage Forms

B Formas farmacéuticas multiparticulares, denominadas Multiple Unit Dosage

Forms.
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El primer grupo engloba los comprimidos y las capsulas, como formas
farmacéuticas orales compuestas por unidades que se administran, conteniendo la dosis en

una sola unidad.

En el segundo grupo, la dosis de las sustancias farmacoldgicas se divide en
pequenas unidades discretas, que consisten tipicamente en miles de particulas esféricas con
un diametro de 0.05-2.00 mm, incluyendo normalmente subunidades matriciales o revestidas,
como granulos, pellets, microparticulas (microesferas o microcapsulas) y mini
comprimidos. Aunque es mas costosa que las monoterapias a corto plazo, reduce la tasa de

fracaso del tratamiento.

Algunos autores se inclinan por la utilizacion de estos sistemas, destacando las

siguientes ventajas frente a las formas de dosificacion unitaria (Gandhi & Baheti, 2013)
I Biodisponibilidad aumentada.
B Mecjor distribucién y menor tendencia a causar irritacién local
B Se comportan como liquidos, permaneciendo poco tiempo en el estémago

B Posibilidad de mezclar subunidades que contienen farmacos incompatibles

o con diferentes velocidades y/o mecanismos de liberacion.

B Pacilidad de obtencién y de dosificaciones diferentes para el mismo

producto

Por esta razon, los SP han sido muy estudiados para la administraciéon de F, entre
otras por via oral, tanto para favorecer la absorcién y estabilidad de estos, como para el

tratamiento local a nivel del Tracto Gastrointestinal (T'GI).

Luego de que las particulas llegan a la superficie de la mucosa, deben entrar en
contacto directo con el mucus y establecer interacciones con ¢l. Cuando se administran
microparticulas en forma de dispersion, las mismas entran rapidamente en contacto con la
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mucosa y pueden permanecer adsorbidas a la misma por mas tiempo. Es conocido que se
logra una distribuciéon uniforme de las mismas a lo largo del TGI, independientemente de
las condiciones fisioldgicas del mismo (por ej.: presencia o no de alimentos). Ademas,
dichas particulas pueden ser inmovilizadas mas eficientemente en la superficie intestinal,

por mas tiempo, a través de un mecanismo de bioadhesiéon (Ensign, 2012).

Como ya se ha seflalado anteriormente, estos sistemas consisten en formas
farmacéuticas sélidas, donde la cantidad de farmaco esta subdividida en varias unidades
funcionales que pueden ser granulos, pellets, microparticulas (microesferas o
microcapsulas) y minicomprimidos. Para su produccion, se recurre a una amplia variedad
de tecnologias, resultando en diversas formas y tamafios. Estas subunidades pueden
someterse a la compresiéon para obtener comprimidos o introducirse en el interior de

capsulas duras (Nobusa, 2010).

Microesferas, son sistemas matriciales en los que el farmaco esta disperso en la
particula. Son particulas esféricas sin una distincién entre cubierta y nucleo y con un
tamafo entre una y varias decenas de micras. El F queda incorporado dentro de una matriz
polimérica, preparada a partir de materiales biocompatibles y con un gran espectro de
velocidades de cesion y propiedades degradativas (Saez, 2004). El estado fisico del F en
una microesfera, las proporciones de farmaco y excipientes, el grado y la naturaleza del
entrecruzamiento, la interacciéon entre farmaco y excipiente y el medio de liberacion

influyen en la cesion del farmaco desde este sistema.

Microcapsulas, son sistemas reservorios en los que el farmaco esta confinado en
una cavidad central (ndcleo) rodeada de una membrana polimérica, esta cavidad puede ser
unica o estar dividida. Dependiendo del proceso de preparacion, se pueden obtener
microcapsulas: mononucleares, multinucleares, esféricas o irregulares, encapsuladas y con

mas de un recubrimiento (Saez y col., 2004). La variedad en los métodos de preparacion
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da lugar a una amplia gama de posibilidades para obtener distintas maneras de modificar la

velocidad de liberacién del F desde estos sistemas (Maroni y col. 2005; Ferrari, 2011).

Los Pellets son sistemas recubiertos que tienen una densidad aparente inferior a los
jugos gastricos, lo cual facilita su flotacién y, por lo tanto, prolonga su permanencia en el
tracto gastrointestinal. Generalmente varfan en tamafio desde 0.5-1.5 mm. Pueden ser
preparados por variados métodos, que dependen del tipo de equipo y proceso
seleccionado, de esta manera la formacion de granulos y el crecimiento pueden ocurrir de
varias maneras. Los diversos procesos de granulacién se pueden explicar en términos de las
fuerzas de unién y los mecanismos de crecimiento elementales. La pelletizacion difiere del
proceso de granulacion con respecto al tratamiento dado a los polvos de la sustancia activa
y excipientes. El factor mas importante en la proliferacion de estos productos es la
aplicacién de la tecnologia de liberaciéon modificada en el suministro de medicamentos

(Gandhi & Baheti, 2013; Deo, 2009).

Los Mini comprimidos son comprimidos con un diametro igual o inferior a 3
mm. Las mini tabletas son tabletas muy pequefias que se pueden colocar en una capsula
para una facil administracion. Tienen varios beneficios sobre las tabletas mas grandes de
una sola unidad, como la liberacién constante de medicamentos, el rendimiento clinico
uniforme, mas flexibilidad durante el desarrollo de la formulacién y maxima estabilidad en
el almacenamiento. Ademas, las mini-tabletas son mas faciles de preparar, lo que implica un
nimero mucho menor de pasos que utilizan equipos simples para su fabricacion,

permitiendo optimizar tiempos y costos (Lopes y col., 2006; Hadi y col., 2015).

Los granulos, son preparaciones que resultan de la transformacion de particulas de
polvos cristalinos o amorfos en agregados solidos de resistencia y porosidad variadas
(Couto y col., 2000). La literatura reporta estudios de granulos de liberacion modificada

como: granulos matriciales, que se recubren con una pelicula semipermeable; granulos
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matriciales polielectrolito-farmaco, entre otros (Jimenez-Kairuz, 2004; Ramirez Rigo,

2006; Suiie, 2002).

En capitulos posteriores estudiaremos las formas farmacéuticas del tipo granulo
matricial polielectrolito-farmaco, por ser estas las elegidas para hacer el desarrollo de la

parte experimental en la presente tesis.

1.2 Polielectrolitos como sistemas portadores de Farmacos y su aplicacién en

tecnologia farmacéutica

Los polielectrolitos (PE) utilizados como SPF son polimeros naturales, sintéticos y
semisintéticos que contienen como parte de su estructura grupos acidos o basicos o grupos
ionizados (amonio cuaternario), por lo que al ser dispersados en un solvente polar pueden
disociarse generando cadenas cargadas (macroiones) y pequefios contraiones (Dan y col.,
2013). En contacto con el agua, las particulas sélidas de PE provocan el influjo por
o6smosis, con el consecuente hinchamiento. Si la interacciéon entre el PE y el agua es
favorable, puede disolverse o dispersarse homogéneamente. En general, el
entrecruzamiento de las cadenas poliméricas limita el grado de hidratacién e hinchamiento,
la velocidad de disolucién y viscosidad resultante (Pissis & Apostolos, 2013; Isaac &

Walker, 2011).

Las dispersiones de PE generan hidrogeles que pueden definitse como "sistemas
g g

dispersos viscosos mas o menos homogéneos formados por particulas de polimeros de

origen natural o sintético, con una gran area superficial e interpenetrada por la fase acuosa"

(Martin, 1993).

Los PE se pueden clasificar segun diferentes criterios en base a la carga que generan

en dispersioén acuosa:
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B Anibnicos: generadores de cargas negativas, como los grupos carboxilatos.
Por ejemplo: Carbomer, Carboximetilcelulosa sédica, acido alginico, entre

otros.

I Catidnicos: que generan cargas positivas, tales como grupos aminos

protonados. Por ejemplo: Eudragit, Chitosan, entre otros.

La interaccion proveniente de la atraccion electrostatica de un contraiéon hacia la
vecindad de la cadena del polimero genera la reaccion de condensacion. De acuerdo a la
teorfa de condensaciéon de Oosawa-Manning (1971) (Tuszynski y col, 2004), los
contraiones podrian dividirse en dos grupos, los “libres” y los “condensados”. Los libres se
encontrarfan disponibles para recorrer todo el volumen de la solucién, mientras que los
condensados se localizan alrededor de las cadenas del polimero, acomplejados con los
grupos que presentan cargas eléctricas opuestas. La fraccion del contraién libre es
determinada por la energfa requerida para alejarse del campo electrostatico del PE, la cual
es disminuida por la compensacién parcial de las cargas del PE, mientras que la fraccion
condensada se mueve junto con la macromolécula. La fuerza con la que un contraién se
encuentra condensado depende de la afinidad que presente por el PE. Dicha afinidad estara
condicionada por el tipo de unién que se establezca entre los componentes y su
reversibilidad (Jimenez Kairuz y col, 2003). Los F también pueden establecer
interacciones de tipo hidrofébicas con otras porciones del PE, favoreciendo la afinidad

entre los mismos (Guzman y col., 2012).

Estos PE, por su capacidad de disociar en determinadas condiciones, pueden
generar interacciones ionicas con farmacos de naturaleza electrolitica; los productos
obtenidos a partir de tal interaccién son conocidos como complejos polielectrolito-farmaco
(PE-F). Este tipo de comportamiento ha empezado a tener aplicacion en el estudio de SLM

desde hace algunos afios (Bonferoni y col., 2000; Lankalapalli & Kolapalli, 2009).
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En la actualidad, la tecnologfa farmacéutica ha desarrollado y utiliza numerosos
sistemas con diversos enfoques, que surgen de las variadas posibilidades de interacciones
del PE con contraiones organicos como inorganicos, ejemplo de esto son la caracterizacion
y propiedades de liberaciéon (Ramirez Rigo y col., 2006; Jimenez-Kairuz y col., 2005),
estudio de los atributos mucoadhesivos (Llabot y col.,, 2002); conocimiento de la

viscosidad y efectos de porosidad (Bettini y col., 1994).

1.3 Reologia: definiciéon y perspectiva historica

En este apartado se introduciran los conceptos de reologfa como ciencia y aquellos
aspectos generales que estan relacionados con las propiedades que analizaremos para el

desarrollo de este trabajo de investigacion.

La reologfa es, brevemente, la ciencia de la deformacion y el flujo. Las propiedades
reolégicas de un material se notan cuando se ejerce una tension sobre él, y como resultado
se deforma o fluye. La medida en que un material se deforma bajo una determinada tension

depende fuertemente de sus propiedades. (Lyklema & Vliet, 2005)

La palabra reologia, que etimoldgicamente significa estudio del flujo (del griego
reos: fluir y logos: estudio), fue propuesta por Eugene Cook Bingham, para definir aquella
rama de la fisica cuyo objetivo es el conocimiento fundamental y practico de la
deformacién y flujo de la materia. Tanto la palabra reologia como su definicién fueron
aceptadas en la reunién fundacional de la Sociedad de Reologia (USA), que tuvo lugar en el
afio 1929 (Daraiswamy, 2002). En los 90 afios transcurridos desde entonces, su campo de
aplicacion ha llegado a ser tan diverso que hoy dia se acepta que la Reologia es una ciencia

interdisciplinaria, cuyo objeto es (Everett, 1988):
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" el estudio de la deformacion y/o caractetisticas de flujo de la materia debidas a la

accion de tensiones mecanicas externas."

En su origen la Reologia se remonta a la segunda mitad del siglo XVII con las
teorfas: de un solido elastico ideal de Robert Hooke y un fluido viscoso ideal de Isaac
Newton. Ambas teorias se perfeccionaron y consolidaron durante el siglo XIX gracias a la
contribucién de cientificos como: Young (1807), Cauchy (1827), Navier (1823), Stokes

(1845), Hagen (1839), Poiseuille (1841), Weidemann (1856) y otros (Daraiswamy, 2002).

Al transcurrir el tiempo fueron apareciendo fendémenos que no podfan ser
explicadas por los fluidos Newtonianos y la teorfa de la elasticidad clasica. Asi, Wilhelm
Weber (1853) trabajando con fibras de seda y Friedrich Kohlrausch (1863) utilizando
vidrios, ponen de manifiesto que, en experiencias de deformacion la respuesta de ciertos
materiales puede considerarse intermedia entre sélidos y liquidos ideales. Por otra parte,
James Clerrk Maxwel, en un famoso articulo publicado en 1867, propone un modelo
matematico para un fluido al que le son atribuibles propiedades elasticas (Daraiswamy,
2002). Los materiales de esta naturaleza se conocen con el nombre de viscoelasticos y la
Reologia esta especialmente vinculada a ellos. Es decir que la Reologia presta especial
atencion a aquellos materiales que ante un proceso de deformacién presentan al mismo

tiempo propiedades viscosas y elasticas.

Ya en nuestro tiempo, este concepto adquiere mayor importancia con la aparicién
de la industria del plastico y mas aun cuando aparecen materiales reolégicamente mas
complejos como pastas, geles, lubricantes, cremas, suspensiones, emulsiones, etc., los
cuales constituyen materia de estudio de la industria farmacéutica entre otras. Todo esto

ilustra la vital importancia de la Reologia en Farmacia.
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1.3.1 Comportamiento elastico, viscoso y viscoelastico

Desde un punto de vista reolégico, la conducta mas elemental de un material
corresponde, por una parte, al comportamiento elastico y, por otra parte, al

comportamiento viscoso.

El comportamiento eldstico es caracteristico de los sélidos, los cuales se
deforman ante la aplicacién de una tension "pequefia" pero recuperan totalmente su forma
cuando estas tensiones cesan. Las propiedades reoldgicas de tales materiales pueden
describirse, mediante la ley de Hooke, la cual establece que la tensiéon aplicada es
directamente proporcional a la deformacion siendo independientes de la velocidad a que

tiene lugar esta ultima (Schott, 1995).

El comportamiento viscoso es caracteristico de los fluidos. Cuando se aplica una
tension externa se deforman (fluyen) y la deformacion continia mientras la tension siga
presente, cuando estas cesan no recuperan su forma original. En el caso mas simple, estas
propiedades reolégicas pueden describirse mediante la ley de Newton, la cual expresa que la
tension aplicada es directamente proporcional a la velocidad de deformacion, siendo

independiente de la propia deformacién (Schott, 1995).

Estas dos categorias son idealizaciones, aunque el comportamiento de muchos
solidos se aproxima a la ley de Hooke en infinitesimales deformaciones, y el de muchos

liquidos se aproximan a la ley de Newton para velocidades de deformacion bajas.
Con lo cual:

B Muchos sélidos elasticos dejan de seguir la relacién lineal dada por la ley

Hooke por encima de un cierto valor de deformacion.

B De igual modo, muchos fluidos viscosos dejan de seguir la ley de Newton

por encima de un cierto valor de velocidad de deformacién.
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Asi, entre el comportamiento elastico y viscoso existen comportamientos
intermedios. El caso mas importante para la reologia moderna es el relativo a materiales
complejos que exhiben propiedades elasticas y viscosas simultineamente, son las llamadas
sustancias viscoeldsticas, es decir sélidos elasticos que durante la deformacién exhiben
cierto comportamiento viscoso o fluidos viscosos que presentan cierto comportamiento

elastico.

1.3.2 Viscoelasticidad lineal

El comportamiento de los materiales viscoelasticos comparado con los fluidos
viscosos y solidos elasticos, para deformaciones muy bajas, casi cercanas al equilibrio,
presentan una relacion lineal entre tension y deformacion. A esta zona se la denominada de
"viscoelasticidad lineal", que es un marco de modelo material que se ha utilizado
ampliamente durante muchos afos. Para deformaciones mayores, dicha relacion deja de ser

1

lineal y se alcanza la denominada zona de "viscoelasticidad no lineal" (Garcia Quesada,

2008).

Lo interesante de trabajar con bajas deformaciones es que, al asegurar un régimen
de viscoelasticidad lineal sujeto a deformaciones casi infinitesimales muy cercanas al
equilibrio, la respuesta del material en este régimen esta fuertemente condicionada con la
estructura molecular; esto le confiere la capacidad de ser una buena herramienta de

caracterizacion (Garcia Quesada, 2008; Aho y col, 2015)

1.3.3 Propiedades reolégicas dinamicas

Probar materiales viscoelasticos a grandes deformaciones durante tiempos

relativamente largos puede destruir o reordenar las estructuras responsables de sus
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propiedades reoldgicas. Para evitar esto, los materiales viscoelasticos pueden ser probados
con deformaciones pequefias y periédicas durante periodos breves. Estos ensayos

periddicos, que no son destructivos, aportan las denominadas propiedades dindmicas.

Los analisis oscilatorios son frecuentemente el tipo de prueba viscoelastica mas
utilizado. Esta prueba consiste en someter un material a una tensiéon o deformacion

sinusoidal a una frecuencia dada (w).

Estas pequenas deformaciones ciclicas armoénicas, pueden producirse mediante un
reémetro operando con diferentes geometrias, como por ejemplo las configuraciones de
cono plato o platos paralelos. Las oscilaciones generan energfas que aplicadas a un material
viscoelastico para producir el giro se almacena elasticamente y se recupera en el contragiro.
Esta etapa se mide por el mwddulo eldstico o de almacenamiento (G'). El remanente de energfa es
disipado como calor y se mide pot el wddulo viscoso o de perdida (G") (Schot, 1995. Barnes,

2000). Las unidades de ambos médulos son Pascal (Pa) en el Sistema Internacional.

La dependencia con la frecuencia de las respuestas de los materiales viscoelasticos

proporciona importante informacion acerca de su estructura.

1.3.4 Aplicaciones de reologia en farmacia

Como ya se menciond, la Reologia se encarga del estudio de las propiedades de
flujo y deformacion de los materiales y, en consecuencia, es importante en la preparacion
de la mayor parte de las formas farmacéuticas. Asi, ofrece diversas posibilidades en este
campo, como: medida de la estabilidad, control de la calidad, efecto de la formulaciéon
sobre la consistencia y muestra aplicaciones en el tema de la biodisponibilidad (Maluf y
col., 2005; Machain, 2013; Katayoun y col. 2001). Todo este abanico de posibilidades

contribuye a optimizar la confiabilidad y estabilidad de formulaciones farmacéuticas.
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Por lo tanto, es esencial para los cientificos farmacéuticos describir las propiedades
de flujo y los factores que influyen sobre la confiabilidad farmacolégica de las
formulaciones. ILas propiedades de flujo influyen en cada paso de los procesos
farmacéuticos, tales como relleno, mezcla, envasado y evacuacion desde el recipiente antes
de la aplicacion al sitio de accion. También es relevante en el estudio de la viscosidad de
una formulacién y como puede afectar a la velocidad de liberaciéon de un compuesto con

baja solubilidad (Katayoun y col., 2001).

Especial mencién tienen los estudios de las propiedades reoldgicas dinamicas y de
como pueden vincularse a la descripcion molecular de un sistema farmacéutico, pudiendo
contribuir a una mayor capacidad de prediccion para modularlos apropiadamente en

funcion de las necesidades de disefio farmacotécnico (Jimenez-Kairuz, 2004).

1.4 Esquema de investigacion y desarrollo

Este trabajo de tesis se encuentra enmarcado dentro de un proyecto entre la
facultad de Quimica de Cérdoba, el Departamento de Biologia Bioquimica y Farmacia de la
Universidad Nacional del Sur y la Planta Piloto de Ingenierfa Quimica (PLAPIQUI) . En el
grupo de investigaciéon de Cordoba se estudian diferentes PE como portadores de farmacos
ionizables. Estos PE pueden ser utilizados para disefios de formulaciones de liberacion

modificada tanto sélidas como liquidas.

El esquema del desarrollo de estos sistemas consta de 3 niveles de experimentacion
Figura 1.2. A través de estos se pretende adquirir gradualmente la capacidad cientifica y
técnica para el desarrollo integral de sistemas farmacoterapéuticos, que permitan optimizar

los atributos de F de reconocida utilidad.
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En el NIVEL 1 se estudian las propiedades de los PE acomplejandolos con F
modelos como moleculas contraidnicas, de esta manera se conoce la potencialidad del PE
como SPF. El NIVEL 2 comprende la seleccion de ¥ de reconocida actividad terapéutica a
los cuales se les pueda mejorar alguna propiedad desfavorable incluyendolos en un SPF.
Tambien esta incluido en este nivel la metodologia de obtencion de los SPF y su
caracterizacion fisica, quimica, mecanica y biolégica. Una vez obtenidos estos sistemas, se

procede a su evaluacion biofarmacéutica, NIVEL 3.

[ POLIELECTROLITO ] [ FARMACO MODELO ]

[ FARMACOS DE RECONOCIDA | I POLIELECTROLITO APROBADO J

UTILIDAD TERAPEUTICA DE USO TERAPEUTICO

NUEVOS SISTEMAS DE LIBERACION DE
FARMACOS

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
Y MECANICA

=,

[ EVALUACION IN-VITRO/EX -VIVO DE LOS PRODUCTOS

>

“
OBTIMIZACION DE LA FORMULACION Y OBTENCION
DE PARAMETROS BIOFARMACEUTICOS

Figura 1.2: Esquema de I+D desarrollado en el grupo de investigacion de Cordoba

Muchos SLM de farmaco se han introducido a lo largo del tiempo, exhibiendo una
serie de ventajas sobre las formas de dosificaciéon convencional. En trabajos previos se

desarrollaron matrices hidrofilicas hinchables (MHH).
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Las MHH son definidas como sistemas monoliticos constituidos por una mezcla
homogénea y compactada de uno o varios farmacos con uno o mas polimeros formadores

de matriz, todos en el estado solido (Colombo y col., 2000).

Esto permitié definir una clase particular de matriz hidrofilica, denominada matriz
hinchable PE-F (MHPF). obtenida por reaccion acido-base, total o parcial, de los grupos
ionizables de polimeros aniénicos o catidnicos, con farmacos de carga opuesta (Jimenez-
Kairuz y col., 2005; Ramirez Rigo y col., 2006). L.os complejos PE-F, a diferencia de las
MHH, contienen una dispersiéon molecular del F en la matriz donde este esta iénicamente
unido a los grupos ionizables del PE actuando como un reservorio del farmaco al cual lo
liberan lentamente. La matriz proporciona propiedades particulares que pueden ser
explotadas tanto para el disefio de sistemas monoliticos (comprimidos) como de sistemas

multiparticulados de liberacién modificada.

Se han obtenido MHPF a partir de una amplia variedad de PE anidnicos:
Carbomer (Bermudez, 2008), Acido Alginico - Alginato de sodio (Ramirez Rigo, 2009),
Eudragit 1.100 (Ardusso y col., 2010) y catiénicos: Eudragit E100 (Quinteros, 2010). Se
estudiaron integralmente las propiedades de relevancia farmacotécnica y biofarmacéutica de

los materiales obtenidos y se definieron los mecanismos que gobiernan la liberacion del FF

desde estos sistemas

En trabajos previos, en este marco de investigacion se estudiaron sistemas
Carbomer-Farmaco basicos modelo (CB-F),, tanto en hidrogel como en forma solida. Los
sistemas  particulados de liberacion modificada generaron distintos tipos de
comportamiento en contacto con fluidos. Asi, el tipo de sistema que se genera en cada caso
va desde hidrogeles translacidos, por ejemplo, aquellos neutralizados con Lidocaina (CB-L)
o con Atenolol (CB-At), a hidrogeles relativamente opacos, como el que se obtiene con

Metoclopramida (CB-Me). En otros casos, los productos de neutralizacién forman
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dispersiones opacas poco viscosas, tipo suspensiones, con cierta estabilidad fisica, las que
luego de un tiempo generan un sedimento, pero que es facilmente redispersable por
agitacion (por ejemplo: con Eritromicina (CB-Er) o Nafazolina (CB-Nz)). (Jimenez-

Kairuz, 2004).

El estudio de las propiedades fisicas y quimicas de los complejos de PE-F en
dispersiones acuosas y su comportamiento en fluidos y sistemas biolégicos es de gran
importancia, no soélo para racionalizar el desarrollo de la administracién de farmacos

liquidos, sino también para proporcionar la base de desarrollos de formas solidas orales.

La estabilidad fisica de los productos, asi como la viscosidad y la transparencia
pueden aumentarse mediante la incorporacion de Na” (como NaOH) a la dispersion CB-F,
obteniendo sistemas utiles en los casos donde la dispersion en agua no presenta la

viscosidad y/o estabilidad fisica requerida (Vilches, 2002).

La caracterizacion de estos materiales (CB-F), en estado sélido, evidencié
interaccién ionica entre CB y el F. Estos materiales se presentan como sélidos amorfos y
pueden contener una alta proporcién en peso de farmaco, 40-90% p/p. Exhiben
interesantes propiedades de liberacién, donde el control cinético es ejercido por la
hidrataciéon del material. Basado en este trabajo, se desarrollaron formulaciones oftalmicas
Carbomer-Norfloxacina (CB-Nor) y Carbomer-Ciprofloxacino (CB-Cip) con la finalidad de
aumentar su compatibilidad acuosa. Se observé, en ambos hidrogeles, que la concentracion
de Nor y Cip fue, 34 y 7,2 veces por encima de sus solubilidades, respectivamente

(Vilchez, 2002).

Posterior a este trabajo, se estudiaron los sistemas (CB-Cip-Na). Los comprimidos
obtenidos, pueden ser preparados mediantes métodos comunes de compresion y la

liberacion de Cip se puede modular variando la proporcion de Na* (Bermudez, 2008).
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1.5 Objetivos de la tesis
1.5.1 Objetivos generales

Centrandonos en la obtencion de sistemas PE-F producto de la nueutralizaciéon de
PE con F ionizables y mas especificamente en el trabajo de tesis de José Bermudez, 2008,
donde se obtuvieron y caracterizaron matrices de complejos (CB-Cip-Na), los objetivos

principales de esta tesis son:

B Evaluar las propiedades reolégicas de los materiales (CB-Cip-Na) en forma
solida particulada que nos permitan obtener mayor informacion sobre los
posibles mecanismos involucrados durante la liberacion de Cip,
considerando la proporcién del contraién Na® incorporada y diferentes

concentraciones de los complejos en medios de relevancia farmacéutica.

B Generar nuevo conocimiento sobre estos sistemas que permita contribuir al

disefio y formulacién racional de SLM.

1.5.2 Objetivos especificos
[ Preparacion y caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de los

sistemas (CB-Cip-Na)

B Evaluar las propiedades fisicas-mecanicas de materiales (CB-Cip-Na) bajo la
forma particulada y en distintos medios de relevancia biofarmacéutica.
B Evaluar los perfiles de liberacién iz vitro de los sistemas desarrollados y su

vinculacién con las propiedades fisico-mecanicas.
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2.1 Introduccion

Desde un punto de vista ideal, durante la farmacoterapia es necesario introducir el
farmaco en el organismo de una manera eficaz y eficiente para que alcance el 6rgano diana.
Por ello, es poco probable que los fairmacos se administren como sustancias quimicas
puras; casi siempre se utilizan en forma de preparados farmacéuticos o medicamentos que
varfan desde soluciones relativamente sencillas a sistemas de liberacién complejos

obtenidos mediante el uso de excipientes adecuados (York, 2004).

De lo expuesto anteriormente, es importante que en el desarrollo de un SLM se
consideren las propiedades fisicas y quimicas de los ingredientes farmacéuticos activos y los
excipientes seleccionados, se realicen los estudios de formulacion, el perfil de liberacion y
se considere la via de administracién. Todo ello teniendo en cuenta el beneficio terapéutico

que los mismos deben proporcionar.

La investigaciéon y desarrollo de SLM de farmacos se situa actualmente a la
vanguardia de numerosos proyectos en el area de tecnologia farmacéutica y los polimeros
hidrofilicos biocompatibles constituyen uno de los materiales mas seleccionados como
excipientes en el disefio de los mismos. En particular, los polielectrolitos, o sea polimeros
con capacidad de generar cargas positivas o negativas cuando entran en contacto con agua,
son un grupo de materiales conocidos como polimeros inteligentes, ya que responden a
estimulos externos, como los cambios de pH del medio, cambiando su conformacion,

estado, propiedades quimicas o mecanicas.

La seleccion de los materiales es, tal vez, uno de los pasos mas importantes del
disefio racional de sistemas terapéuticos. Para el desarrollo de este trabajo de tesis, la
elecciéon del polielectrolito portador se basd, inicialmente, en la continuacién de los
estudios realizados por el grupo de investigacién de la Universidad Nacional de Cordoba

para el disefio de MHPF utilizando Carbomer 934P ( Bermudez, 2008).
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2.2 Carbomer (acido poliacrilico)

El Carbomer es un polimero sintético lineal, derivado del acido acrilico, presenta
caracteristicas fisicoquimicas favorables para el desarrollo de SLM y ausencia de toxicidad
comprobable. Carbomer puede estar entrecruzado con alilazicares o pentaeritriol
formando una red polimérica tridimensional. El grado de entrecruzamiento, el tipo de
agente utilizado para tal fin y la presencia de diferentes residuos téxicos de la sintesis del
polimero generan los diferentes tipos y aplicaciones de Carbomer descriptos en las fichas

técnicas de los fabricantes (Lubrizol Bulletin, 2011).

Los polimeros Carbomer fueron preparados y patentados en 1957 (Brown H.P.,
US patent N° 2798053). Desde entonces se han hecho numerosas mejoras a esta familia
de polimeros para satisfacer las demandas en las distintas formulaciones con la finalidad de
aumentar y mejorar el manejo del producto durante el procesamiento. Por ejemplo, el
disolvente utilizado para sintetizar los polimeros ha evolucionado. Especificamente, los
polimeros "tradicionales" fueron polimerizados en disolvente benceno, desde la década del
1980 la oferta del producto se ha ampliado para incluir productos polimerizados en un
disolvente mas aceptado toxicoloégicamente como el acetato de etilo o una mezcla co-
disolvente de acetato de etilo y ciclohexano, ampliando su campo de aplicaciéon y

aprobacion en formulaciones de uso interno (Lubrizol, 2013).

Estas diferencias se ponen de manifiesto asignandole a su nomenclatura distintos
nameros. Los que llevan la letra P después del numero significa que son de elevada pureza,
con un contenido residual de benceno muy bajo, que los hace aptos para su uso interno
como, por ejemplo, aglutinante en comprimidos para la via oral. Los Carbomer se clasifican

de acuerdo a su uso y aplicaciones como se pone de manifiesto en la Tabla 2.1
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Tabla 2.1: Clasificacion de diversos Carbomer

APLICACIONES USOS CARBOMER
Topica Externo 71G, 971P, 974P, 980, 981, 934, 934P etc.
Oral y mucosa Interno 71G, 971P, 974P, 934P

En este trabajo de tesis se seleccion6é a Carbomer 934P, en adelante CB para

desarrollar los sistemas portadores de Cip.

CB es un polimero de alto peso molecular, entrecruzado con alilsucrosa y con
propiedades bioadhesivas. El termino bioadhesion se utiliza para definir la habilidad de un
material natural o sintético de adherirse por un periodo mas o menos prolongado de
tiempo a membranas bioldgicas, resultando en un intimo contacto del material con el
tejido. La mucoadhesion se refiere a un caso particular de bioadhesion en el que el tejido es

una mucosa.

Su sintesis genera un producto con bajo contenido de residuos de benceno (<
0,01%) por lo que esta clasificado como un CB apto para uso interno, de muy baja
toxicidad. Cabe destacar que recientemente la produccion de CB fue discontinuada y en su
reemplazo Lubrizol aconseja la utilizaciéon de Carbomer 974P, con similares propiedades y
aplicaciones que CB. Se espera que los resultados obtenidos en este trabajo puedan ser

proyectados sin inconvenientes a formulaciones utilizando Carbomer 974P.

Cuando el CB se encuentra en forma de polvo seco, su estado es amorfo y las
cadenas de sus macromoléculas estan enrolladas y plegadas. La Figura 2.1 (Taylor y
Bagley, 1974-1975) representa este estado del polimero que, luego de entrar en contacto

con agua y en presencia de electrolitos de carga opuesta, se hincha y forma hidrogeles de
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alta viscosidad a muy bajas concentraciones (desde 0,1%) y en un amplio intervalo de pH,

entre 4,5 y 8. Ademas es muy compatible con principios activos acidos, neutros y basicos.

(a)

OH 0 NH,
| & & oK :
C=0 \ s !
G Cio HZO C=°
f NH;
—f i

(b)

C=0

NH0

C=0

NH,0'

Figura 2.1: Carbomer como polvo seco (a) y luego de ser hidratado y
neutralizado (b)

En medio acuoso o hidroalcohélico sus grupos hidrofilicos se hidratan lentamente,
sus cadenas se despliegan aumentando su viscosidad. L.a mayor viscosidad se manifiesta
cuando se neutralizan con una base, inorganica u organica, como por ejemplo un farmaco
cationico, generando cargas negativas, -COOH’, a lo largo de la molécula, las cuales
promueven la repulsion electrostatica entre las cadenas. Asi, sus cadenas estan totalmente

desplegadas presentando una estructura tridimensional mas rigida (Nakanishi y col.,

1998).
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Figura 2.2: Dibujo esquematico de la cadena de Carbomer
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La Figura 2.2 muestra el diagrama esquematico de un segmento de la molécula de

Carbomer, donde se puede observar el entrecruzamiento del polimero sintético.

En la Tabla 2.2 se resumen algunas las caracteristicas fisicoquimicas de CB que

pueden ser de interés para el desarrollo de este trabajo.

Por titulacién potenciométrica se pudo determinar que cada gramo de CB 934P, en
estado solido, contiene 0,012 (£ 0,001) equivalentes en moles de grupos carboxilicos con

capacidad de ionizarse e interaccionar con un contraion (Jimenez Kairuz, 2004).

Tabla 2.2 Propiedades fisicoquimicas de CB 934P

PM' 7.10° - 3.10°

N° de equivalentes por gramo de material 0,012 (£ 0,001)

sélido’

Punto de fusion’ No funde, descompone a 260 °C

T° de transicion vitrea’ Entre 100 - 105 °C

Viscosidad* 29,4 - 39,4 cp (Sol. 0,5%)

Apariencia4 Polvo blanco, de baja densidad, con
particulas de 2 - 7 um

Olor* Ligeramente acético

Estabilidad’ Estable

Riesgo de polimerizacién® Muy bajo

!Extraido de Lubrizol-bulletin1 “Extraido de Lubrizol, product specification

?Dato experimental obtenido por Jimenez Kairuz. 2014  3Extraido de Lubrizol, hoja de seguridad
SHandbook of Pharmaceutical Excipients, 6** Edicion ®Extrafido de Noveon, hoja de datos de seguridad
de materiales

Aplicaciones de Carbomer

Fue disefiado en los afios 60 para la industria farmacéutica por su alto grado de
pureza, especialmente utilizable en aplicaciones mucoadhesivas y formulaciones orales:

comprimidos de liberacién modificada y suspensiones.

Posee excelentes propiedades como agente estabilizante, no es irritante de las

mucosas, excelente apariencia y aceptabilidad por los pacientes, disponibilidad y
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reproducibilidad lote a lote, lo que garantiza la calidad tanto de la materia prima como del
producto elaborado. Estas propiedades hacen de CB un excipiente con numerosas

aplicaciones en el area farmacéutica como aqui se detallan:

a- Los polimeros CB son utilizados como formadores de matrices altamente
eficaces para controlar la liberacion del farmaco en formas de dosificacién solidas. Han
demostrado brindar velocidades de liberacion de farmaco mas lentas a concentraciones mas
bajas que otros excipientes disponibles comercialmente, lo que permite un ahorro de costos

global y tamafios de tabletas mas pequefios (Lubrizol Bulletin, 2011).

En el grupo de investigaciéon de Cérdoba, como ya se menciono en el capitulo I, se
han evaluado las propiedades de liberaciéon de unas nuevas MHPF, obtenidas por
compactacion de complejos particulados de un PE total o parcialmente neutralizados con
farmacos ionizables (Jimenez y col., 2005; Ramirez Rigo y col., 2006; Quinteros y col.,
2008). En estos recientes trabajos relacionados a MHPF, el CB fue neutralizado con
farmacos modelos que poseen grupos basicos, tales como Atenolol, Lidocaina vy

Metoclopramida (Jimenez y col., 2005).

b- Esta demostrado que CB interacciona con el mucus de las membranas,
generando una marcada bioadhesion con aplicaciones en la formulacién de sistemas
farmacoterapéutico con liberacion sitio-especifica, como por ejemplo bucales, intestinales,
oftalmicas, nasales, vaginales y rectales. Este polimero es reconocido como el estandar

industrial para la bioadhesion

c- CB modifica la reologia a concentraciones muy bajas (menos del 1%) para
producir una amplia gama de viscosidades y propiedades de flujo en lociones, cremas, geles,

suspensiones orales y en depositos de gel transdérmico (Lubrizol Bulletin, 2011).

Ademas, se ha descripto su utilizaciéon en dispersiones sélidas para aumentar la

velocidad de disolucién de farmacos muy poco solubles. (Marin y col., 2007).
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2.3 Ciprofloxacino (Cip)

Para la seleccion del farmaco se tuvo en cuenta principalmente que contenga
grupos basicos, capaz de generar cargas positivas que interaccionen con los grupos

carboxilicos del CB.

La seleccion del Ciprofloxacino se basé complementariamente en su importancia

terapéutica y caracteristicas fisicoquimicas para la formulacion de sistemas terapéuticos.

A partir del afio 1965, con la introducciéon en la medicina asistencial del acido
nalidixico Figura 2.3, patentado en 1962, se inicia la terapéutica con los agentes

antibacterianos quimicamente definidos como quinolonas (Lesher y col., 1962).

Figura 2.3: Estructura quimica del acido nalidixico

En el transcurso de las dltimas cinco décadas se han sintetizado y evaluado miles de
moléculas con estructuras de quinolonas, con la finalidad de ampliar el espectro

antimicrobiano, dando lugar a guinolonas de 12 3 °y 4 ° generacion.

Ciprofloxacino es uno de los antimicrobianos fluoroquinolinicos de segunda generacion
mas representativos y utilizados en farmacoterapia, cuya férmula de constitucion puede

verse en la Figura 2.4.
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O @)
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Figura 2.4: Estructura quimica del Cip

El Cip es, en efecto, uno de los antimicrobianos prescriptos mas frecuentemente en
todo el mundo, se encuentra en el listado “top 200 prescription index” provisto por la base
de datos ClinCalc.com a partir de fuentes oficiales del gobierno de USA (ClinCalc, 2019).
Esta aceptacion se debe a su amplio espectro de accion, su eficacia, su excelente tolerancia
y también el hecho de que puede ser administrado tanto por via parenteral como por via
oral. Presenta una accion terapéutica predominantemente bactericida (Barry y col., 1984) y
posee un amplio espectro que abarca cocos y bacilos Gram-positivos y Gram-negativos,
aerobios, facultativos y anaerobios, Mycoplasma, Chlaniydia, Rickeasia y Micobacierium.
Ademas, presenta actividad particularmente alta sobre enterobacterias y Pseudomonas.
Actta tanto en fase de crecimiento exponencial como en fase estacionaria, aumentando su
potencia bactericida a pH alcalino y no influyendo las condiciones de aerobiosis o
anaerobiosis (Fuentes Martinez, 1994). Por via endovenosa se administra como infusion.
Mientras que para la via oral se dispone de Cip formulado en comprimidos convencionales
de liberacién inmediata, suspension para administracion en nifios y mas recientemente en

comprimidos bicapa de liberacién extendida, conteniendo dosis entre 500 y 1000 mg.
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Mecanismo de accién

El resultado del mecanismo de accién del Cip es la combinaciéon de su capacidad
para penetrar en la célula bacteriana mediante un mecanismo de difusion pasiva a través de
los canales acuosos de las porinas o de la capa de lipopolisacaridos e inhibir la réplica de
ADN bacteriano; aunque este ultimo mecanismo es poco claro y conjeturable (Bermudez,
2008). En resumen, al ser miembro de las quinolonas actdan inhibiendo dos enzimas
topoisomerasas bacterianas de tipo II, ADN-girasa y topoisomerasa IV, perturbando la
normal réplica de ADN bacteriano. Sin embargo, atn no se han definido los factores
moleculares que generan rupturas de la doble cadena de ADN que probablemente inician la

muerte celular (Lopez Gresa y col., 2002).

Por tener en su estructura un grupo acido (-COOH) y otro basico (-NH), es una
molécula zweeterionica y presenta en solucion los equilibrios descriptos en la Figura 2.5.
Por esta razén su solubilidad varfa con el pH, presentando maxima solubilidad a pH por
debajo de 4 y por encima de 11 y minima solubilidad a pH comprendidos entre estos
valores (Pto. isoeléctrico) (Fallati y col., 1994). Debido a estas caracteristicas, es bien
sabido que puede formar complejos con cationes multivalentes (Eboka y Okeri, 2005), de
acuerdo al grado de ionizacion y a la prevalencia de ciertas variantes quimicas de la misma,

presentes en la solucién acuosa.
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Figura 2.5: Equilibrio de ionizacion de los AMFQs en solucién acuosa

Entre las principales propiedades fisicoquimicas del Cip podemos mencionar las

que figuran en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3: Propiedades fisicoquimicas del ciprofloxacino

Nombre quimico Acidol-ciclopropil -6-fluor-1,4 dihidro 4
oxo-7- (piperacinil)-3-ginolil carboxilico

DCI Ciprofloxacino

Formula molecular C,-H,;FN,O,

Aspecto fisico Solido blanco cristalino

Clasificacion ATC JOIMAO2

Clasificacion CAS 85721-33-1

Constantes de pKa, 6,09

disociacion acida pKa, 8,74

Punto isoeléctrico 7,30

Punto de fusion 265-268°C

PM 331,35

Solubilidad Insoluble en agua, etanol y acetona,

soluble en medio acido y alcalino
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Aplicaciones terapéuticas

La efectividad del Cip se debe a su alta biodisponibilidad, donde sus propiedades
farmacocinéticas han contribuido en medicina clinica. Debido a la absorciéon generalmente
excelente del TGI, se han desarrollado formulaciones orales. Para el tratamiento de
pacientes hospitalizados, en quienes la absorcion por via oral podria estar deteriorada, se

utilizan formulaciones intravenosas, asi como para el tratamiento de pacientes ambulatorios

(Hooper, 1998).

Pero su uso en una gran variedad de infecciones, ha hecho que se extienda a
patologias que bien podrian ser tratadas con otros antibidticos; esto generd la apariciéon de
cepas resistentes con la consiguiente pérdida de la utilidad clinica. Por ello, es una
recomendacién légica que no se utilice como primera elecciéon, cuando existen otros

antibidticos con igual eficacia e indicacion (Serra, 2008).

Por tener una mejor absorciéon por via oral, mayor distribucién sistémica y su
actividad sustancialmente mas elevada frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
las principales indicaciones clinicas para el Cip abarcan infecciones de piel y tejidos
blandos, articulaciones, hueso y tracto respiratorio inferior, enfermedades de transmision

sexual, asi como del tracto urinario entre otras. (Alos, 2009; Hooper, 1998 ;Blondeau,

1999; Hooper y col, 2015).

2.4 Grado y origen de los materiales

Para la realizaciéon de este trabajo de tesis se utilizaron los siguientes materiales:
Carbomer 934P (grado farmacéutico, Parafarm, Buenos Aires, Argentina). Cip Clorhidrato
(grado USP, Parafarm, Buenos Aires, Argentina). Etanol (Porta, Buenos Aires, Argentina).

Fosfato monobasico de potasio (para analisis, Parafarm, Buenos Aires, Argentina).
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Hidréxido de sodio pertlitas (para analisis, Cicarelli, Buenos Aires, Argentina). Solucion
fisiolégica esterilizada (Sanadrog, Buenos Aires, Argentina). Aceite de silicona (United
Chemical Technologies Inc., Bristol, USA). Solucién de acido clorhidrico 1,000 M a partir

de acido clorhidrico 37% (v/v).
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3.1 Obtencion de farmaco a partir de sus sales [M 1]

La base libre de Cip fue obtenida a partir de soluciéon acuosa concentrada de su sal
de clorhidrato por neutralizaciéon con soluciéon de hidroxido de sodio 1,0 M hasta obtener
un precipitado a pH = 10. El sélido asi obtenido fue filtrado, lavado con agua destilada fria
y puesto a secar en estufa a 100 °C hasta peso constante. Posteriormente se procedié a su
molienda hasta obtener un polvo fino y uniforme para luego ser envasado en recipiente

color caramelo (Bermudez, 2008).

3.2 Determinacion del punto de fusién [M 2]

El punto de fusién de Cip fue determinado por triplicado utilizando un fusiémetro
digital IA-9100 Electrothermal como criterio de identificacién y pureza del farmaco luego

de su neutralizacion.

Un tubo capilar de vidrio con un extremo cerrado, se cargd con suficiente polvo
seco para formar una columna en el fondo del tubo de 2,5 - 3,5 mm de altura. Se compacté
tanto como sea posible, golpeteando suavemente sobre una superficie solida.
Posteriormente, se calentd el bafio hasta que la temperatura alcanzara aproximadamente 10
°C por debajo del punto de fusién esperado y aumentando la velocidad a 1,0 + 0,5 °C por
minuto. Finalmente, se inserté el capilar acoplado a un termémetro cuando la temperatura
llegaba a 5,0 °C por debajo del limite inferior del intervalo de fusiéon y se continué
calentando hasta completar la fusion. La temperatura a la cual la columna de la sustancia se
colapsa claramente contra las paredes del tubo en cualquier punto se define como el
comienzo de la fusiéon y la temperatura a la cual la sustancia se torna completamente liquida
se define como el final de la fusién o “punto de fusiéon”, el cual se presenta como un

intervalo de temperatura.
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3.3 Obtencion de los complejos Carbomer-Ciprofloxacino en estado sélido [M 3]

Como se ha mencionado, para este trabajo, se han seleccionado Carbomer (CB)
como modelo de polielectrolito aniénico y Ciprofloxacino (Cip) como farmaco ionizable
con capacidad de interaccionar mediante reaccion acido-base en un entorno acuoso. Se han
utilizado diferentes concentraciones de ion sodio (Na") en la formulacién de los complejos.
Los complejos (CB-Cip);)Na, en estado soélido fueron preparados mezclando en un
mortero 10 g de CB, 6,65 g de Cip y una cantidad apropiada de etanol (Alcohol medicinal
96°, Porta, Arg.), hasta conseguir una pasta semisolida de (CB-Cip)y, (el subindice indica
que el 50 % de los grupos carboxilicos ionizables de CB fueron neutralizados con Cip).
Adicionalmente, se afiadieron 2; 3,9; 4,8; 5,6; 6,4 y 7,8 mL de Na' (como NaOH) 1,0 M
durante el proceso de mezclado, para obtener los complejos (CB-Cip);, Na, (x: 5, 10, 12,
14, 16 y 20 % de Na", en concentraciones molares), respectivamente. L.a mezcla semisélida
fue almacenada a temperatura ambiente durante 24 h y luego secada hasta obtener una

pasta adecuada para realizar una granulacién humeda con un tamiz N° 30 (600 pm).

Finalmente, los complejos obtenidos como granulos fueron secados hasta peso
constante y tamizados nuevamente, seleccionando el rango de tamafio de particula entre
200-600 um para realizar los estudios reolégicos y de disolucion. La Figura 3.1 muestra el

procedimiento realizado para la obtencién del producto final.

La mezcla fisica, conteniendo las mismas proporciones de CB y Cip que en los

complejos, fue preparada en mortero mediante simple mezclado de los materiales solidos.
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(CB-Cip)s, Nas

(CB-Cip)so Nay,
(CB-Cip)so Nay,
(CB-Cip)so Nay,
(CB-Cip)so Nayg
(CB-Cip)so Nay,

Secado Parcial Granulacion Secado  Tamizado

™

Figura 3.1: Esquema de flujo para preparar complejos

3.4 Medicion de pH [M 4]

Las determinaciones de pH se llevaron a cabo con equipo Termo/pH-metro digital
de mesada ALTRONIX TPX-I con estativo, termocompensador automatico (ATC) de

platino (sensor origen: Alemania) y electrodo de pH Silver cap (USA) phs-0101-3b.

Para ello, se pesaron aproximadamente 50 mg de cada complejo y se transfirieron a
un vaso de precipitado (20 mL), previamente pesado y tarado. Posteriormente se llevéd a 5
mL de volumen final con agua destilada y se pesé nuevamente para calcular el % p/p. La
muestra se dejo reposar por 24 h. Luego se midi6 el pH a los 5 mL de muestra. Las

determinaciones se realizaron por duplicado.
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3.5 Analisis térmico [M 5]

Bajo la denominaciéon de Analisis Térmico se agrupan una serie de técnicas en las
cuales se sigue una propiedad de la muestra, en una determinada atmosfera, en funcion del
tiempo o de la temperatura cuando dicha muestra se somete a un programa de temperatura
controlado. Fste puede consistir en calentar o enfriar a una determinada velocidad, o

mantener la temperatura constante, o una combinacién de ambas.

Estos métodos se utilizan para determinar la pureza, el polimorfismo, la
solvatacion, la degradacion y la compatibilidad de los excipientes. Normalmente permiten
supervisar procesos endotérmicos (fusién, ebullicién, sublimacién, vaporizacion,
desolvatacion, transicion de fase solido-sélido y degradacion quimica), como procesos

exotérmicos (cristalizacién, descomposicion oxidativa).
Entre las técnicas de Analisis Térmico mas comunes destacan:

La Termogravimetria (T'G) esta basada en la medida de la variacién de la masa de una
muestra cuando se la somete a un cambio de temperatura en una atmosfera controlada.
Esta variacion puede ser una pérdida o una ganancia de masa. El registro de estos cambios
nos dara informacion si la muestra se descompone o reacciona con otros componentes y es
mas comun que se use para estudiar el proceso de desolvatacion, es decir que la principal
utilidad para el andlisis de T'G esta en la determinacién cuantitativa del contenido total de
volatiles de un sélido. Cuando un sélido puede descomponerse por medio de varias
reacciones secuenciales discretas, la magnitud de cada paso puede evaluarse por separado.
El analisis termogravimétrico de la descomposicion del compuesto también se puede usar
para comparar la estabilidad de un componente. La Termogravimetria puede utilizarse
conjuntamente con otras técnicas de analisis térmico, como por ejemplo DSC, ya que
permiten obtener informacién complementaria sobre el comportamiento térmico de una

muestra.
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La calorimetria diferencial de barrido (IDSC) es el método de andlisis térmico mas
utilizado. En el método DSC, se mide la variacién en el flujo de calor entre la muestra y
una referencia cuando dicha muestra se somete a un programa de temperatura en una
atmosfera controlada. La DSC es una técnica cuantitativa que permite obtener informacion
de la temperatura a la cual tiene lugar el cambio energético en estudio y del calor

involucrado en el proceso.

Se evalia el comportamiento térmico del PA puro, PE, complejos (CB-Cip),, Na, y
mezcla fisica de CB-Cip. Para caracterizar estos materiales se obtuvieron los termogramas
de absorciéon y cesion de calor (DSC) y de cambio de peso (TGA) en funcién de la
temperatura, utilizando los siguientes equipos: Perkin-Elmer Pyris para DSC y Perkin-

Elmer, modelo TG S-2, para TGA.

En DSC se pesaron aproximadamente 3,5 mg de cada muestra, las que se dejaron
equilibrar a 30 °C, con una posterior elevaciéon gradual de la temperatura hasta 270 °C a
una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en atmosfera de nitrégeno, utilizando porta
muestras de aluminio cerrados herméticamente. En TGA se pesaron aproximadamente 2
mg de muestra, que se dejaron equilibrar a 30 °C, con una posterior elevacion gradual de la
temperatura hasta 700 °C bajo atmosfera de nitrégeno a 40 mL/min, utilizando porta

muestra de aluminio abierto.

3.6 Determinaciones por espectrofotometria UV-Vis. [ M 6]

La espectroscopia UV-Vis. (Ultravioleta Visible) es una técnica ampliamente
utilizada en analisis farmacéutico para identificar y cuantificar farmacos y productos

relacionados.

Con este fin, se realizaron las correspondientes curvas de calibracion en los medios

utilizados, agua destilada y buffer fosfato pH=6,8. En el primer caso, se pesaron

39



Capitulo IIT

exactamente alrededor de 30 mg de Cip (materia prima) y se transfirieron a un matraz
aforado de 100 mL. Posteriormente, se llevé a volumen con una solucién compuesta por
HCI 0,01M y agua destilada (1:1), para ajustar el pH =< 2,5. Cuando se trabajé con buffer
fosfato, se efectué el mismo procedimiento, aunque se llevé a volumen con una solucién
compuesta por buffer fosfato y una cantidad suficiente de soluciéon de HCl 0,01M que
asegure un pH = 2,5, a fin de lograr la completa disoluciéon de Cip y asegurar el aporte de
una sola especie ionizada al total de absorcion. Finalmente, se homogenizé6 mediante
ultrasonido (Testlab TBO18TDCD), durantel5 min, y las soluciones obtenidas se dejaron

reposar toda una noche.

Para realizar las curvas de calibracién de Cip, se prepararon soluciones de Cip, en
ambos medios, con un intervalo de concentraciéon de Cip entre 6,70 x10° y 1,81 x10”
mol/L. La cuantificacion se efectivizé a la longitud de onda de maxima absorcion de Cip, L
= 276,9, utilizando el espectrofotometro Varian Cary 50 Conc. Las determinaciones se
realizaron por triplicado en cada nivel de concentracién. Finalmente, se realizé una prueba
de correlacion, obteniéndose la ecuacion de la recta (A = a C + b) y su correspondiente
coeficiente R*. Donde A, es la absorbancia (respuesta instrumental); C, es la concentracién
del analito; a, la absortividad (medida de la cantidad de luz absorbida por una disolucion,
definida como la unidad de absorbancia por unidad de concentraciéon por unidad de
longitud de la trayectoria de luz); b, ordenada al origen y R’ es el coeficiente de

determinacién.

Para la cuantificacién de Cip, inicialmente se prepararon soluciones madres de cada
complejo por duplicado. Para ello, se pesaron exactamente 45 mg de cada complejo,
equivalente a 30 mg de Cip, tomados aleatoriamente del pool de granulos y se transfirieron
a un matraz aforado de 100 mL. Posteriormente, se agregd la solucién acida de pH=2,5,

para asegurar la completa disoluciéon de Cip y finalmente se agité por ultrasonido por 15
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min. Las soluciones se dejaron reposar durante una noche al abrigo de la luz. A partir de
éstas, se tomaron alicuotas de 0,25 mL, por triplicado, se colocaron en un matraz aforado
de 10 mL y se llevaron a volumen con la soluciéon acida de pH=2,5. Se midi6 la
absorbancia de cada solucién y los resultados de concentracion de Cip obtenidos
permitieron determinar los mg de farmaco por mg de complejo. A partir del analisis de los
promedios de estos resultados, sus desviaciones estandares y coeficientes de variabilidad, se
pudo determinar la distribuciéon de Cip en cada muestra de complejos sélidos y utilizar ésta

como medida de “uniformidad de contenido”.

3.7 Preparacion de complejos hidratados para evaluacion reolégica [M 7]

Los complejos (CB-Cip);, Na, fueron hidratados en distintas proporciones,
utilizando uno de estos tres solventes: agua destilada (AD), pH=5, buffer fosfato (BF),

pH= 6,8 o solucién fisiolégica (SF), pH= 6,0.

Para estudiar los complejos en el reémetro se pesaron 2 mg de cada muestra y se
transfirieron a un envase con cierre hermético. Luego, se procedid a agregar gota a gota el
medio correspondiente, obteniéndose concentraciones que dependian de la capacidad de
las muestras pulverizadas de absorber los distintos medios y adquirir la consistencia
adecuada, tipo gel, para ser evaluadas en el reémetro. Luego de cada hidratacion se

mantenia cerrado el envase para evitar la evaporacion.

3.8 Estudios de liberacion del farmaco [M 8]

Para obtener los perfiles de liberacion de Cip desde los complejos con
concentraciéon del 21 % p/p de sélido con BF pH = 6,8, se utiliz6 un equipo de disolucion
(Agilent 708 DS), aparato 2 de Farmacopea Argentina 7 ed. (FA7, 2003), equipado con
paletas y programado a una velocidad de giro de 25 rpm, Figura 3.3, y 900 mL de BF a una
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temperatura de 37,0 * 0,5°C como medio de disolucién, previamente filtrado y

desgasificado.

Para realizar este estudio, se pesaron 50 mg de complejo sobre un vidrio de reloj,
luego se agregd una cantidad previamente calculada del medio, BF, para obtener el una
concentracién del complejo del 21 % p/p, acorde a lo descripto en [M 7] y se dejaron
reposar aproximadamente 10 min, cubiertos con una tapa de placa de Petri para evitar la
evaporacion del medio. Posteriormente, se deposit6 el vidrio de reloj, con el complejo

hidratado, en la base del vaso del disolutor y se inici6 el ensayo.

Panel de control tactil

== Porta tubos |

Figura 3.3: Equipo de disolucién con paleta (Aparato 2)

Durante el ensayo se tomaron muestras de 5 mL a intervalos de tiempos
predeterminados y se reemplazaron con 5 mL de medio de disolucién fresco. Se determiné

la concentracién del Cip disuelta en cada vaso espectrofotométricamente a la longitud de
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onda de maxima absorcion de Cip, A = 276,9 nm. Todas las mediciones se llevaron a cabo

por triplicado y los valores medios fueron graficados (Cip disuelta (%) vs. Tiempo (min))

3.9 Tratamiento estadistico de los datos experimentales [ M 9]

Para describir la liberacion del farmaco de los complejos, se construyeron los
perfiles de liberacién, obtenidos acorde a [M 8], para los complejos (CB-Cip),, Na, (x=
5,10, 12, 14, 16, 20 en moles %) de concentracion 21 % p/p de sélido con buffer fosfato
pH=0,8. Pese a que este método como tal no es una prueba farmacopeica oficial, la FDA
(Food and Drug Administration, 2019) recomienda enfaticamente su utilizacion dada la
informacién que aporta, fundamental para hacer comparaciones, destacandose el area bajo
la curva (ABC), eficiencia de la disolucion (ED) y factor de similitud (f,: diferencias de los

cuadrados medios) (Franco y col., 2012).

El ABC es un valor adimensional que, construido de forma idéntica para cada
producto en analisis, permite hacer inferencias de su comportamiento de disolucién y
compararlo con otros lotes o productos. El ABC fue calculada utilizando la regla
trapezoidal en el intervalo de tiempo [0-120] min mediante la Ecuacién 3.1: (Perez

Guzman, 2013), donde C es el % de farmaco liberado en el tiempo t.

ABCt = (LtC)(t1—ty) Ecuaci6n 3.1
2

La ED caracteriza la liberaciéon del farmaco. En este trabajo se definié como la

razon entre el area bajo la curva de disolucion hasta 120 min y el area total de un rectangulo
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que describe el 100 % de disolucién a ese tiempo y se calcula mediante la Ecuaciéon 3.2

(Costa y col., 2000).

t E ion 3.2
ED (%) _ ABCO cuacCio
Qo T

Donde O, T esta definido por el area del rectangulo delimitado por el porcentaje

maximo de farmaco disuelto y el tiempo correspondiente al ultimo punto experimental.

El f, compara y determina numéricamente qué tan parecidos son dos perfiles de
disolucion entre si. Es una medida de la similitud del porcentaje de disolucién entre las

curvas. Se calcul6 a partir de la Ecuacién 3.3 (Franco y col., 2012):

-0,5

f, = 50log {[1 + (%) YRy — Ty . 100} Ecuacion 3.3

Donde n es el numero de puntos experimentales, R, es el % de farmaco disuelto a

cada tiempo de referencia y T, es el % de farmaco disuelto a cada tiempo del producto.

Este factor toma valores de 100 cuando los perfiles son idénticos y tendera a cero a
medida que se hacen mas disimiles. La FDA sugiere que dos perfiles de disolucion se
consideran similares si 100 = f, = 50. Un f, 250, refleja diferencias menores al 10 %, f,
2065, indica que las diferencias se reducen al 5 %, y cuando f, = 83 las diferencias se hacen

incluso menotes al 2 %.

A partir de los perfiles de liberacion realizados por triplicado para cada complejo

con distintas proporciones de Na' se obtuvieron los valores de ABC y se calcularon los
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valores promedios o medias aritméticas ED y sus desviaciones para realizar un analisis de

varianza (ANOVA) y posteriormente de “Least significance difference”( LSD).

Los datos de ANOVA y LSD se obtuvieron utlizando un programa de
computadora suministrado por la catedra de Control de Calidad de la Universidad Nacional

del Sur.

ANOVA es un método estadistico, que permite probar la hipétesis que las medias
de dos o mas poblaciones son iguales. I.a hipotesis nula (H,) establece que todas las medias
(u) de la poblacion son iguales, mientras la hipotesis alternativa (H,) establece que al menos

una es diferente. Por ejemplo, en el caso de 5 poblaciones, el contraste a realizar serfa:
Hy = pu,=pu;=u,=us vs. Hp: No todas las medias poblacionales son iguales

En este trabajo tenemos 6 poblaciones o tratamientos (complejos con 5, 10, 12, 14,

16 y 20 % molar de Na) con una media (E_D) para cada una de ellas.

En el caso mas sencillo, ANOVA permite descomponer toda la variaciéon que
presentan los datos en una variacion de los datos entre las distintas poblaciones (fuente de
variacion entre, CMy, ) y una variaciéon entre las unidades experimentales dentro de cada

poblacién (fuente de variacion dentro, CMy,,). A fin de comparar las medias se establece

Erro:

que si CM,,. es significativamente mayor que el CM concluiremos que las medias

Entre Error

Entre no ¢€s

asociadas a diferentes poblaciones son distintas. Si, por el contrario, CM

significativamente mayor que CM no rechazaremos la hipétesis nula de que todas las

Error

medias coinciden (Baro y Alemany, 2000).

Existe una cantidad que puede resumir el resultado de este tratamiento de manera
objetiva, el P-valor (P)(Probabilidad de que H, sea verdadera) (Fallas, 2012), obtenido de la
tabla de ANOVA, el cual se compara con el valor de significancia («) que esta determinado

pot convencion, este puede ser: o= 0,01 o a= 0,05
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En este trabajo se consider6 a= 0,01

Significancia estadistica: es una regla que permite afirmar que la diferencia
observada entre dos o mas tratamientos es el resultado del efecto del tratamiento, no del

azar

Para determinar si cualquiera de las diferencias entre las medias es estadisticamente

significativa se compara el valor P con a, como ya se mencioné: (Molina Arias , 2017).
si P < «, se rechaza H,
si P > a, se acepta H,

Si la prueba de ANOVA da como resultado que existen diferencias significativas
entre las medias, se procede a aplicar una prueba de comparaciones multiples de medias
para determinar cuales de ellas son estadisticamente diferentes. Una de estas pruebas es
LSD. Esta prueba permite hacer todas las posibles comparaciones de tratamientos de dos
en dos, y por eso se considera la mas completa, es decir que es una prueba de hipdtesis por

pargjas.

De esta manera se compararon los ED de cada complejo, de dos en dos,

considerando un valor de significancia a= 0,05.

El Test, ademas, se basa en el calculo de un valor comin, un umbral (LSD). Se
realizan todas las diferencias entre medias. Las diferencias que estén por encima de este
umbral indicaran una diferencia de medias significativa y las diferencias que estén por
debajo indicaran una diferencia no significativa. Es decir, que los paquetes estadisticos
calculan este valor de LSD vy a partir de él, calculan todas las diferencias de medias posibles

y valoran cuales estin por encima y cuales estin por debajo de este umbral (Gonzalez,

2010)
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Este test brinda la posibilidad de determinar que perfiles de liberacion de los

distintos complejos son similares y cuales son diferentes.
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1. Introduccion

Un farmaco no puede considerarse un sistema terapéutico hasta que se formula en
una forma farmacéutica. Este proceso implica conocer las caracteristicas fisicoquimicas del
principio activo, y de este con diferentes materiales utilizados como aditivos o excipientes
(estudios de preformulacion) que son necesarios también para elegir y disefiar una formulacién
adecuada y optima (estudios de formulacion). Ademas, hay que conocer propiedades derivadas
que tienen influencia directa en la optimizaciéon de la formulacién, como propiedades de
flujo y cinética de liberacion del farmaco. Estos estudios son fundamentales en los sistemas

de liberacién en los cuales uno de los principales componentes son los polimeros

hidrofilicos

Con la finalidad de ampliar y complementar los estudios de los materiales (CB-Cip)
Na, obtenidos en anteriores trabajos (Vilches y col., 2002; Jimenez Kairuz, 2004
Bermudez, 2008), en este capitulo se desarrollan y discuten los siguientes resultados:

e La obtenciéon de Cip a partir de su sal y determinacion de su punto de fusion.

e [a caracterizaciéon de los complejos (CB-Cip);, Na,, en estado sélido mediante
analisis térmico.

e Ia determinaciéon de la proporcién de Cip (mg de Cip/mg de complejo) y la
homogeneidad de su distribucion en los materiales en estado solido (uniformidad
de contenido).

e La evaluacién del pH y su correlacién con la proporcion de Na* en los mismos a
partir de la redispersion en agua de los diferentes complejos.

e [a evaluacién de las propiedades reoldgicas (modulo G'y G") y de disoluciéon i
vitro, a partit de los complejos parcialmente hidratados con proporciones

determinadas de distintos medios de relevancia fisiologica.
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e El analisis estadistico de los datos obtenidos, adicionando para la etapa de

disolucién test de ANOVA y LSD.

4.2 Determinacion del punto de fusién de la Cip

Las propiedades de las sustancias son aquellas caracteristicas mediante las cuales las
podemos identificar. Generalmente, las propiedades se clasifican en: fisicas, que son aquellas
que se observan sin que haya un cambio en la composicion de la sustancia y, guinicas, que
solo son observables cuando la sustancia experimenta un cambio quimico. Dentro de las
propiedades fisicas se encuentra el punto de fusién que, ademas de permitir identificar una
sustancia, también puede establecer su grado de pureza analizando si éste se corresponde

con lo indicado en literatura (Fuster Ortigosa, 1986).

Segun bibliografia, la temperatura de fusion de Cip es (265-268)°C, seguida

inmediatamente por la descomposicion de la molécula (Manzo y col., 1994). Los valores

obtenidos en este trabajo de tesis mediante la técnica [M 2] se muestran en la Tabla 4.1

Tabla 4.1: Puntos de fusion de Cip

MEDICIONES INTERVALOS DEL P.F
lera 263 - 268]°C
2da 264 - 269]°C
3era [263 - 268]°C

Estos resultados fueron confirmados, como se muestra mas adelante en la Figura
4.1, mediante analisis térmico por DSC. Se observé que la endoterma de fusiéon de la Cip

presentaba las siguientes caractetisticas, el firmaco inicia su fusioén a 271 °C (onset poind) y

funde completamente a 273,6 °C (mdximo de temperatnra), esto fue seguido por una sefial
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exotérmica inmediatamente cuando se continué con la rampa de calentamiento (273,6 —
277) °C. Las propiedades de fusién observadas son evidencia de la cristalinidad de la Cip
obtenida como base libre, como asi también el estrecho intervalo de fusién es reflejo del

aceptable grado de pureza del farmaco.

La pequefia diferencia entre los valores obtenidos con las distintas técnicas

posiblemente se debid, a que en DSC se utilizo una rampa de 10°C/min y en el fusiémetro

1°C/min

4.3 Obtencion del material sélido (CB-Cip),,Na,

La obtenciéon del complejo se basa en la siguiente reaccion de neutralizacion del
grupo carboxilico del CB y el grupo amino de la Cip, representados en la Ecuacién 4.1

como RCOOH y HN(AMFQ)COOH, respectivamente:

Los complejos (CB-Cip)s, Na, fueron obtenidos segun la metodologia descripta en

[M3].

RCOOH + HN(AMFQ)COOH +NaOH < s> RCOO- H'N(AMFQ)COONa*+ H,0

Ecuacion 4.1

4.4 Determinacion del pH de los complejos

Con la finalidad de evaluar cambios de pH en dispersiones acuosas de los
complejos con diferentes contenidos de sodio, se procedié segin la metodologfa descripta

en [M4]. Los resultados se presentan en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2: Variacion del pH de las dispersiones acuosas de los complejos

con distintas Broeorciones de Na*
Complejos (CB-Cip);,

Na, Na,, Na,, Na,, Nay, Na,,
pH  6,54%£0,03 06,77+0,07 6,83%£0,05 6,71+0,09 6,85%£0,02 7,10+0,18

Debe observarse que el aumento de contenido de sodio produjo pequefos
incrementos de pH de [6,54 - 7,10] debido a la capacidad buffer de los sistemas PE-F, tal
como lo describe (Vilchez y col. 2002). Este pequefio incremento se asocia posiblemente
a una mayor proporcion de grupos carboxilicos disociados de CB y Cip neutralizados por

Na".

4.5 Caracterizacion mediante analisis térmico

Los métodos térmicos pueden ser extremadamente utiles en el area de farmacia
durante el desarrollo de un medicamento. En los estudios de preformulacién pueden usarse
para indicar la existencia de una posible interacciéon farmaco-excipiente en una formulacién
prototipo. Son también valiosos en la caracterizacion e identificacion de compuestos,
determinacion de pureza, polimorfismo, contenido de humedad y estabilidad. (Brittain y

Mac Cauley., 1995).

Para obtener informacién sobre la interacciéon quimica entre el PE y el F
seleccionados, los termogramas de cambio de energia (DSC) y cambio de peso (TGA)
fueron obtenidos de acuerdo a la metodologia general [M 5]. Se realizaron estudios
comparativos de comportamientos térmicos sometidos a idénticas condiciones tanto los
materiales (CB-Cip);, Na,, sus materiales de partida puros como la mezcla fisica de estos en

igual composicién en que se prepararon los complejos. En general las propiedades térmicas
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de una mezcla fisica equivalen a la suma de los componentes individuales (Wells, 2002).

Razoén por la cual se pueden comparar estos termogramas con la de los complejos

Para el analisis de los resultados, se evalia por DSC la presencia o ausencia de la
endoterma de fusiéon de Cip, caracteristica de los solidos cristalinos, en los perfiles de DSC
de cada complejo con distintas proporciones de Na'. Esta sefial, en el caso de estar

presente, indica que el farmaco no esta asociado al complejo.

La Figura 4.1 muestra un grafico comparativo de algunos de los termogramas, el
resto son similares a los presentados, correspondientes a los complejos (CB-Cip), Na_, CB
y Cip libre. Ah{ se observan resultados contundentes, que confirman la ausencia de F libre
y que Cip esta interaccionando totalmente con CB al no presentar estos materiales la

endoterma de fusion de Cip.

Este comportamiento fue observado en todos los complejos (CB-Cip);, Na, en

estado de solido particulado, cargado con un farmaco basico.
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Figura 4.1: Perfiles de DSC correspondiente a los complejos (CB-Cip),, Na_, CB ,
Cip libre y Mezcla fisica CB-Cip
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Este comportamiento también fue confirmado por TGA (solo se muestra uno de
los complejos, el resto son muy similares) Figura 4.2. Considerando las temperaturas a
partir de las cuales descomponen los distintos materiales (Td), la pérdida de peso
correspondiente a la descomposicion del Cip (273 °C) y de la mezcla fisica, CB-Cip (215
°C) no fue observada en los complejos, sugiriendo que todo el farmaco se une a CB. La
menor temperatura de descomposicion de la mezcla fisica observada, pueden relacionarse a
la dilucién de la masa del farmaco cuando se mezcla con el PE y al efecto de impurezas que

ejercen el PE sobre el F solo, Tabla 4.3.

120
100 ®Mezcla CB-Cip
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Figura 4.2: Perfiles de TGA correspondiente a los complejos (CB-Cip),, Na,,
mezcla fisica CB-Cip, Cip y CB

Complementariamente, con el analisis de los termogramas de TGA, se pudieron
definir las temperaturas de descomposicion de los distintos materiales obtenidos Tabla 4.3,
tomadas en este caso como aquellas correspondientes al maximo de inflexiéon de cada curva

(Td,,..). Se pudo observar que las temperaturas a las cuales descomponen los complejos son
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mayores que CB y Cip, aumentando a medida que aumenta el ion Na’. Mediante este
analisis podemos afirmar que la estabilidad del farmaco no se vio sensiblemente

comprometida por la interaccion de este con el PE.

Carbomer presenta dos puntos de inflexion reportados como Td,, 1 (286 °C) y
Td,.. 2 (417,5 °C) similares a la mezcla fisica, donde Td,, 1(326 °C) y Td,,. 2 (423,5 °C),

en concordancia a lo expuesto por Wells.

Tabla 4.3 : Eventos térmicos obtenidos por TGA

MATERIALES AGUA (%) TD: TDmax1 (° C) TDwax 2 (°C)
SOLIDOS

Cip 0 273 3255

CB 4,61 217 286 4175

Mezcla fisica CB-Cip 2,05 215 326 4235
(CB-Cip)so Nas 3,63 186 393

(CB-Cip)so Naxo 48 193 397

(CB-Cip)so Naxz 5,07 198 400

(CB-Cip)so Naxs 5,28 200 402

(CB-Cip)so Nax 5,22 203 403

Adicionalmente, para TGA se evalu6 el contenido de agua en el material sélido que
pudo ser tomada del ambiente en condiciones normales de almacenamiento o remanente
del proceso de secado, calculando a partir del termograma el % de pérdida de peso hasta
100 °C. En la Tabla 4.3 se informa el porcentaje de agua de los complejos, cuyos valores

se encontraron entre 3,63 y 5,22. Estos indican que en general, los (CB-Cip),, Na_, son
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materiales con bajo contenido de agua y poco higroscépicos, constituyendo una propiedad

interesante que favorece la estabilidad, procesamiento y almacenamiento de los mismos.

4.6 Determinacion por UV-Vis. Curva de calibrado de Cip en Buffer fosfato pH=6.8

La curva de calibrado es un método utilizado en analitica para determinar la
concentracion de una sustancia (analito) en una muestra desconocida, por ejemplo en una
disolucién. Implica la construccién de una curva que es la representacion grafica de una
sefial que se mide en funcién de la concentracién de un analito (Hernandez & Gonzales,

2002).

Se obtiene como resultado, una recta representada por la ecuaciéon, A=a C + b,
donde "a" es la absortividad, como ya se mencioné en el capitulo III. Para realizar la curva
de calibrado, concentracion molar de Cip vs. absorbancia se procedié segun la técnica

descripta en [M 6].

El método analitico empleado para la determinacion fue la espectrofotometria (UV-
Vis.), técnica que ha ganado aplicaciéon en el campo farmacéutico porque se puede

cuantificar un PA utilizando un analisis sencillo (Perez Lopez, 2014).

La finalidad en esta etapa de trabajo de tesis fue realizar curvas de calibrado par
establecer el valor de absortividad de Cip (L.mol".cm™) en buffer fosfato pH 6,8 y en agua,
a la longitud de onda de maxima absorcién de Cip (A= 276,9 nm) (Bermudez, 2008) para

ser posteriormente utilizado en los calculos de los perfiles de disolucion.

Como el Cip es una molécula zweeterionica que tiene capacidad de generar
diferentes especies segun el medio en el que esté disuelto, se construyo una curva de
calibrado en agua Figura 4.3 y otra en buffer fosfato pH=6,8 Figura 4.4, como medios de

disolucién, con la finalidad de comprobar si las absortividades obtenidas en cada caso eran
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iguales o diferentes. Como se muestra, las absortividades de Cip obtenidas para esos
medios, fueron pricticamente iguales, 37.402 I.mol'.cm™ para buffer fosfato y 37.773
L.mol".cm™ para agua. En estas figuras se puede corroborar el intervalo lineal de respuesta
de Cip dentro de las concentraciones molares ensayadas y para los siguientes ensayos se

consideré el valor de absortividad de Cip en agua.
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4.7 Cuantificacion de Cip y su distribucion en los complejos

La cuantificaciéon y distribuciéon de Cip en los complejos fueron determinadas

mediante la aplicacion de la técnica [M 6].

Entre los ensayos de comprobacién de la calidad de productos farmacéuticos, la
prueba de uniformidad de contenido nos permite determinar el grado de uniformidad en el
contenido del farmaco entre las distintas unidades o en una masa de producto sélido (por
ejemplo, portador+fairmaco) obtenido mediante algin proceso farmacotécnico
determinado. Con el cumplimiento de esta prueba se garantiza la uniformidad del lote en
cuanto a su contenido de farmaco. Esta técnica se aplica, entre otras, a las formas
farmacéuticas solidas orales, con el fin de medir el grado de variabilidad en el proceso de

manufactura de un medicamento, utilizando métodos validos de analisis para garantizar la

eficacia, seguridad y homogeneidad (Lavaut & Rodriguez, 2009).

Si bien, en los complejos particulados no hay nada establecido en cuanto a la
uniformidad de contenido de Cip, este procedimiento se llevé a cabo para determinar la
cantidad promedio de Cip (mg/ mg complejo) y verificar que su distribucién en las
muestras era homogénea. Este ultimo parametro se evalud segun la Farmacopea Nacional
Argentina (FA), donde el promedio del contenido de Cip debe estar acompafnado de una

desviacién relativa estandar (DER) menor o igual al 6%.

En la Tabla 4.4 se detallan los resultados obtenidos para la uniformidad de
contenido y la cantidad promedio de Cip, correspondientes a cada complejo. A partir de
estos, es claro que los complejos contienen una elevada proporcion de Cip = 70 %, lo que
refleja una aceptable capacidad de carga de los sistemas portadores basados en polimeros
poliacrilicos como Carbomer. Esta alta proporcion de farmaco tiene una importancia
adicional para el Cip que, al tratarse de un antibiotico cuyas dosis por la via peroral oscilan

entre 250 y 1000 mg/toma, requiere una alta proporcién de cargado para garantizar la
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posibilidad de formular los complejos en adecuadas formas farmacéuticas solidas para esta

via de administracion.

Tabla 4.4: Datos de uniformidad de contenido y cantidad promedio de Cip (mg/mg
comBIejo) en los comEIejos para n=6. EsBeciﬁcaciones: DER = 6%

MUESTRAS CIP(MG/MG) DER
(CB-Cip)s,Na, 0,73 420%
(CB-Cip);Na,, 0,745 1,77%
(CB-Cip);Na,, 0,767 0,65%
(CB-Cip)yNa,, 0,718 1,35%
(CB-Cip);Na, 0,759 0,28%
(CB-Cip);Na,, 0,733 4,14%

Respecto a la uniformidad de contenido, se observa que los valores de DER se
encuentran dentro del rango [0.28 - 4,2] %, siempre menor al 6 % que establece la
Farmacopea Argentina como limite de aceptacion, lo cual nos permite inferir que la

distribucién de Cip en los complejos es aceptablemente homogénea.

4.8 Estudios reologicos de los complejos (CB-Cip);, Na,

La caracterizacién reologica de los complejos hidratados, a diferentes
concentraciones p/p en AD, BF, SF, fue realizada con un reémetro AR-G2 de TA
Instruments Figura 4.5 a y b equipado con platos paralelos de 25 mm de diametro,
utilizando batridos de frecuencia de pequefia amplitud [0,1-100] rad/s, a 3 temperaturas
predefinidas: 25, 32 y 37 °C. Las temperaturas de 32 y 37 °C fueron alcanzadas trabajando

bajo atmésfera de N,
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Para evitar la deshidratacion del material durante las mediciones, las muestras
localizadas entre los platos fueron protegidas con una capa fina de silicona de baja

viscosidad.

Platos
paralelos

Sistema de
calentamiento

Panel de control tactil

Figura 4.5: Redmetro vista completa (a). Geometria: platos paralelos (b)

En primera instancia, los complejos (CB-Cip);, Na_ ( x: 5, 10, 12, 14, 16 y 20 %
molar) fueron hidratados con los distintos medios segin la técnica [M 7], antes de ser

colocados en el redmetro.

.,

Posteriormente, se determiné el rango de viscoelasticidad lineal. Para ello se trabajo
en el reémetro realizando barridos sinusoidales (strain sweep) a una frecuencia constante de
10 rad/s, para medir G'(médulo elastico) y G"(médulo viscoso) en funcién del % de
deformacién. Los resultados mostraron que hasta 2% de deformaciéon los médulos G' y

G" tenfan una variacién poco significativa, por lo que se tomé el valor de 2% de
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deformacién en posteriores ensayos, para asegurar mediciones dentro del intervalo de

viscoelasticidad lineal (Bird, 1987).

Una vez definido un valor de deformacién, se determinaron las propiedades
dinamicas G' y G" en funcién de la frecuencia (w), a deformacién constante de 2 % en
ensayos de barridos de frecuencia. A partir de los resultados de los distintos estudios de las
muestras hidratadas de los complejos con distinto contenido del contraién Na”, en los

diferentes medios (AD, BF y SF) y a temperaturas de 25, 32 y 37 °C se realizaron graficos

comparativos siguiendo las siguientes pautas:

a) Variando la concentracion de los complejos (% p/p). Los complejos
conteniendo sodio fueron hidratados, a diferentes proporciones p/p utilizando: 1) SF,
conteniendo entre 17 y 30 % p/p de material sélido, 2) BF pH=6.8, a concentraciones
entre 15y 25 % p/p y 3) AD, entre 15y 25 % p/p de sélido. Como ya se mencioné al
describir la técnica [M 7], las proporciones de medios utilizados para la hidrataciéon de los
complejos solidos fueron las adecuadas para obtener muestras con la consistencia necesatia

para ser usadas en el redbmetro.

Debido a que el comportamiento es similar a los otros medios y temperaturas

estudiadas, aqui solo se presentan los resultados en AD a 25° C. El grifico de la Figura 4.6

es representativo del comportamiento general de todas las muestras en los distintos medios
y temperaturas antes mencionadas. Los resultados de las restantes experiencias se muestran

en el ANEXO A.1.

Es de destacar que de la caracterizacion reoldgica realizada mediante barridos de
frecuencia de los complejos conteniendo distintas proporciones molares de Na', se
observé que el médulo elastico, G', aumenta a medida que aumenta el % p/p de las

muestras.
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En una primera aproximacién, podriamos decir que el espectro dinamico del
material refleja que estamos trabajando con un material que presenta un comportamiento
caracteristico de un gel reticulado debido a la meseta que se observa en los resultados de G”
a frecuencia bajas. Si bien no es posible determinar el tipo de reticulacion, esta estructura
puede limitar la movilidad relativa de las cadenas poliméricas en la red (Lubrizol, 2007).
Es sabido que el CB presenta cierto grado de entrecruzamiento con alilazucares que, junto
con el grado de ionizacién producido por contraiones con cargas positivas, son los
responsables de la mayor estructuraciéon de CB en dispersiones acuosas o hidroalcoholico.
Es de esperar que el Cip cuando esta formando pares idénicos con el CB también tenga un

aporte sobre esta estructuracion general de los geles de CB.
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Figura 4.6: Modulo elastico (G') y mddulo de pérdida (G'") en funcién de la
frecuencia de deformacion (®), (CB-Cip),, Na,, a diferentes % p/p en AD a 25°C

Por otra parte, luego del proceso de preparaciéon de los geles, se observo
cualitativamente el efecto de la fraccién de la fase dispersa en los distintos medios. Los
geles donde la fase sélida era mayor, presentaban mayor consistencia y una estructura mas
rigida que aquellas con menor fraccién de fase dispersa, las cuales tenfan una consistencia

mas fluida.
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b) Variando el % molar de Na" en los complejos. Se graficaron los médulos G'
y G" en funcién de la frecuencia, para las muestras de complejos con Na', con la misma

concentracion, 21% p/p Figura 4.7.
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Figura 4.7: Modulo elastico (G') y médulo de pérdida (G") en fusion de la
frecuencia de deformacion (), (CB-Cip),, Na,_al 21% p/p en BF a 32°C.

En este punto, es posible observar que los complejos conteniendo una proporcion
molar de Na* > 12 % presentan un médulo elistico, G', que tiende a una meseta en la zona

de bajas frecuencias y una leve tendencia creciente con la frecuencia a valores intermedios y

altos del espectro dinamico.

Con respecto a los complejos con 10 % molar de Na’, su disminucién con el
descenso a bajas frecuencias, indica que las fuerzas de interaccion de las moléculas son mas
débiles que las que se encuentran presentes en los complejos de mayor proporciéon molar

de sodio.

En el caso de los complejos con 5 % molar de Na" también se pone de manifiesto

una interaccion molecular ain menor en su estructura. Al ser el complejo con menor
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proporcién de Na', es evidente el rol que cumple éste de actuar como ligante entre las
macromoléculas lo cual se traduce en una menor capacidad para formar un gel.
Al comparar G' y G" a 37 °C se observa un comportamiento similar, pero se
superponen las curvas de G' y G" con distintas proporciones molares de Na” (ANEXO,

Figura 3.a).

Cabe destacar que los valores de G' siempre son mayores que G", las curvas se van
haciendo mas planas, tipo meseta, y G" toma mayor distancia de G', indicando la tendencia
del material para comportarse como gel a medida que aumenta la proporcién molar de Na”

(Lugo Espinosa, 2014).

Como los valores de G' son mds representativos para evaluar la densidad de las
fuerzas de interaccién entre moléculas como consecuencia de la presencia de la mayor o

menor concentracion de sodio, solo se muestran los valores de G' en los siguientes analisis.

Anilisis de G' de los complejos, en AD Y BF a 37 °C

Si bien los estudios de las muestras se efectuaron a las tres temperaturas, aqui se

presentan los resultados obtenidos de G' en AD, Figura 4.8, y BF, Figura 4.9, 2 37°C por

ser esta la temperatura corporal de nuestro organismo.
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Figura 4.8: Moédulo elastico (G') en funcion de la frecuencia de deformacion (),
(CB-Cip);, Na_al 21% p/p en AD a 37 °C.
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De esta caracterizaciéon reoldgica, es posible inferir que en AD, a medida que
aumenta la proporcion de Na' en los complejos, los moédulos G' aumentan. A
concentraciones de Na" superiores al 12 % los complejos presentan un comportamiento

tipo gel. Cuando se utiliza BF a 37°C como medio mojante el comportamiento tipo gel esta

presente a pattir de concentraciones de Na" del 10 %. Se observa que los médulos elisticos

en 10, 12 y 14 % Na son muy similares.

A 37 °C en AD, los complejos presentan el mismo comportamiento que a 32 °Cy

25 °C (ANEXO, Figuras 2.a y b)), donde la estructura de gel se pone de manifiesto en
una proporcion molar de Na* > 12 % vy los complejos con 5 y 10 % molar de Na*
presentan modulos G' con valores muy bajos y practicamente iguales, lo que indica bajas

interacciones moleculares. Esto no fue observado en BF a 37 °C, donde estructuras

elasticas se presentaron a propotciones molares de Na* > 10 % en los complejos.

Los complejos con distinto contenido de sodio a diferentes temperaturas y con una
concentracion del 21% p/p de sélido con SF, no pudieron ser evaluatlos en su totalidad, ya

que no presentaban la consistencia necesaria para ser ensayados en el reémetro.

En todos los medios y temperaturas antes mencionados, se repite el mismo
comportamiento para G'y G" (ANEXO, Figura 3.b, ¢ y d) destacando nuevamente la

excepcién del comportamiento de los complejos en BF a 37°C (ANEXO, Figura 3.a)

A partir de estos graficos fue posible obtener un valor de G' a una frecuencia
representativa, ya que los complejos muestran un comportamiento general similar, donde
G' permanece practicamente constante en un rango de frecuencia intermedio. Se tomd
como valor de referencia para el andlisis el modulo eldstico a una frecuencia de 1 rad/s. A
partir de estos valores de G' fue posible continuar analizando la posible correlacion entre

los parametros cinéticos y reolégicos de los complejos.
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Variacién de G' a un 1 rad/s en funcién del % Na' de los complejos.

Los valores de los médulos G'a 1 rad/s, en AD y BF a 37°C de los complejos con

diferentes contenidos de Na’, obtenidos de la caracterizacién anterior, se presentan en la
Figura 4.10, la cual muestra con mayor claridad los cambios de las estructuras de estos

materiales al utilizar medios de hidratacioén y proporciones molares de sodio diferentes.
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Figura 4.10: Médulo elastico (G') vs. % molar de Na+, de los complejos
(CB-Cip)50 Nax, en BF y AD A 37°Cy 21% p/p

La visualizacién de los intervalos de cambio de G' en ambos medios permite

corroborar que cuando se utiliza BF como medio de hidrataciéon a 37°C, este tiene mayor

capacidad de formar estructuras gelificadas que el AD bajo las mismas condiciones de
trabajo. Ademas es posible inferir que:

e En AD se evidencia un cambio brusco de pendiente en G' en un intervalo

de 12 a2 14 % de Na . Esto también se presento a 25 y 32 °C, Figura 4.11 y

4.12
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e En BF se dan dos cambios puntuales, uno en 10 y otro en 14 % de Na*

comportamiento que no fue observado en BF a 32 °C, Figura 4.13.
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Figura 4.11: Médulo elastico (G') vs. % molar de Na*, de los
complejos (CB-Cip),, Na, en AD a 25°C y 21% p/p
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Figura 4.12: Médulo elastico (G') vs. % molar de Na®, de los
complejos (CB-Cip);, Na, en AD a 32°Cy 21% p/p
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Figura 4.13: Médulo elastico (G') vs. % molar de Na*, de los
complejos (CB-Cip);, Na, en BF a 32°Cy 21% p/p

En BF a 25 °C no fue posible obtener datos debido a la falta de reproducibilidad de

algunos datos.

4.9 Petfiles de liberacion de los complejos (CB-Cip)
El objetivo de disefiar un sistema terapéutico esta dirigido a que éste sea seguro
confiable y eficaz, como ya se mencioné en el capitulo I. Uno de los mecanismos del cual
se vale la tecnologia farmacéutica es la de modular la liberacién en un sitio determinado y a

una velocidad determinada con el objetivo que esto sea el paso limitante en la

disponibilidad del fairmaco en el organismo.

El interés es creciente en este tema, es por esto que se estudia la aplicacion de
polielectrolitos acidos como portadores de farmacos ionizable de carga opuesta en el
ambito farmacéutico. Existen informes detallados del proceso de liberacién tanto de

formulaciones matriciales (Bermudez, 2008; Jimenez-Kairuz y col., 2005; Bonferoni y
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col., 1993) como en estado de hidrogel (Jimenez-Kairuz y col., 2002; Esteban y col.,
2009). Sin embargo, estudios especificos sobre la correlaciéon entre propiedades de
liberaciéon desde un polielectrolito acido (CB) como portador de Cip, atn no han sido
estudiadas y no se ha encontrado bibliografia que se focalice en este tipo de estudios. Por
este motivo, se realizaron estudios de liberacion de los complejos particulados e hidratados
(21 % p/p de sélido con buffer fosfato, pH=6,8), en las mismas condiciones en que se

efectuaron las pruebas en el reémetro, segin indica la técnica [M 8].

Los datos obtenidos son el resultado de varias pruebas, donde se trabajé utilizando
diferentes metodologias y equipos que permitan simular las condiciones de las muestras en
los ensayos de reologfa: primero se utiliz6 un disolutor de uso manual, luego celdas de
Frank y finalmente un disolutor automatico. Las condiciones operativas también se fueron
ajustando, como: el recipiente en que se introdujo la muestra hidratada, el peso de los
complejos y la velocidad de rotacion de las paletas (datos no mostrados). Los resultados
mas reproducibles se pudieron lograr mediante el uso del equipo de disolucién con

muestreador automatico.

En la Figura 4.14, se muestran los resultados obtenidos de los perfiles de
disolucion de Cip desde los diferentes complejos con proporciones crecientes de contraion
Na'. Se puede observar que la proporciéon de Na' condiciona drasticamente la forma y
magnitud de la liberacién de Cip desde el material particulado e hidratado, también
observado por Bermudez (2008) para matrices. Generalizando, los complejos con menor
proporcién de Na® liberan mayor porcentaje de Cip en comparacién a igual tiempo de
transcurrido el ensayo, presentindose un intervalo de proporcién molar de Na* (entre 10 y

16 %) donde los perfiles de liberacién son muy similares.
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En base a los resultados obtenidos, es que se decide seguir con los estudios de

Eficiencia de disoluciéon (ED) y Factor de similitud (f,), segun [M 9] Ecuacién 3.2 y 3.3

respectivamente.
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Figura 4.14: Liberacion de Cip desde (CB-Cip);,Na, (50 mg de particulas
hidratadas al 21%p/p) a 25 rpm en BF, pH=6.8.

Al utilizar el test f, para comparar los perfiles de liberacién correspondientes a cada
complejo, dieron resultados poco reproducibles que no nos permitieron emitir una

conclusion.

Con la finalidad de hacer un examen mas profundo en cuanto a la comparacion de
los perfiles de disolucién de los complejos, se calcularon las ED para cada caso, por

triplicado mostrados en la Tabla 4.5.

En base a estos datos obtenidos de ED se realizaron estudios estadisticos.  (CB-

Cip) s0INa
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Tabla 4.5: Datos de ED de los complejos (CB-Cip),Na,

COMPLEJOS ED 1 ED 2 ED 3 ED
(CB-Cip).Na,, 61,00 64,73 66,96 64,23
(CB-Cip).Na,, 76,10 75,48 74,39 75,32
(CB-Cip)-Na,, 81,26 83,74 80,56 81,85
(CB-Cip).Na,, 80,56 78,61 80,34 79,83
(CB-Cip)Na,, 81,47 79,28 76,82 79,20
(CB-Cip),Na. 89,48 91,56 90,32 90,45

4.10 Resultados estadisticos de los datos experimentales de ED

Segin lo expuesto en [M 9] los resultados obtenidos de ED se trataron
estadisticamente aplicando ANOVA y LSD para comparar los perfiles de disolucion de los

complejos segin muestra la Tabla 4.6.

Como ya se menciondé en el capitulo III la tabla ANOVA descompone la varianza
de ED en dos componentes: un componente entre grupos y un componente dentro del
grupo. La relaciéon F, que en este caso es igual a 65,686, es una relacién entre la estimacion
entre grupos y la estimacion dentro del grupo. Dado que el valor P de la prueba IF es menor que
0,01, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la ED media de un nivel de
% molar de Na" a otra, con un nivel de confianza del 99,0%. Para determinar qué medias
son significativamente diferentes de las otras, se utilizé la prueba de rango multiple, LSD

(Least significant difference).
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Tabla 4.6: Analisis de varianza de ED en el método de buffer fosfato pH=6.8

ANALISIS DE VARIANZA
Fuente de Suma de gl Cuadrado de F P
variacion cuadrados la media
Entre 1110,084 5 222,017 65,686 0,000
Dentro 40,560 12 3,380
Total 1150,644 17

Los resultados obtenidos en LSD se describen en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7: Comparacion de medias de ED segun LSD

ORDEN 1 2 3 4 5 6
Tratamiento 20 %Na 16 %Na 14 %Na 12 %Na 10 %Na 5 %Na
Medias 64,23 75,32 81,85 79,83 79,20 90,45
Rei‘glgdos A B C C C D

En esta tabla se ha colocado una letra debajo de cada media, las letras iguales (C)
indican tres grupos homogéneos dentro de los cuales no hay diferencias estadisticamente
significativas. Las letras diferentes (A, B y D) indican que estas medias muestran diferencias
estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95.0%, es decir, existe un

riesgo del 5,0 % de llamar a las medias significativamente diferente cuando la diferencia real

es igual a 0.

73



Capitulo IV

Como ya se mencioné anteriormente la ED permite caracterizar la liberacion del
farmaco y como consecuencia poder considerarlo un parametro que nos permite comparar

perfiles de liberacion.

En base a los resultados obtenidos mediante estos estudios estadisticos podemos
decir, que los complejos con 10, 12 y 14 % Na" presentan perfiles de liberacion similares
entre si y distintos a los complejos con 5, 16 y 20 % Na'. Asimismo, estos tres tltimos

complejos presentan perfiles de liberacion diferentes entre si.

4.11 Correlacion entre el parametro reolégico G' y ED

Como parte final del analisis de los resultados se efectudé una correlacion entre los
datos experimentales del parametro reolégico, modulo elastico G', y de la eficiencia de
disolucién, ED. Esto fue motivado por la necesidad de saber si se podia relacionar el
comportamiento de la estructura del material de los complejos con su capacidad de liberar

un farmaco.
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Figura 4.15: ---- G'(médulo elastico), ---- ED(eficiencia de disolucion) en BF a
37°C, 21% p/p.
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Segin se muestra en la Figura 4.15 el complejo con menor proporcién de Na® (5
%) presenté mayor ED y menor modulo G'; esto indicarfa que su estructura, al presentar
menor concentraciéon de interacciones moleculares, tiene mayor capacidad de liberar el

farmaco en igualdad de tiempos de disolucion que el resto de los complejos.

Los complejos conteniendo 10, 12 y 14 % de Na" presentan valores de G' y ED
estadisticamente similares. Es decir, la estructura de los materiales que los conforman tiene

igualdad de comportamiento, correlacionandose con su forma de liberar el farmaco.

A medida que aumenta la proporciéon de Na® por encima del 14 %, en los
complejos que contienen 16 y 20 % del contraién inorganico los valores de G' aumentan y

las correspondientes ED disminuyen.

La mayor incorporacién de Na', como ya se indicé anteriormente, da a lugar a
estructuras con comportamientos tipo gel con mayor capacidad de retener el firmaco que

contienen constituyendo una limitante de la difusién de este hacia el medio de disolucion.
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Capitulo V
El trabajo de investigacion realizado en el marco de la presente Tesis permitié

elaborar las siguientes conclusiones generales:

a) La preparacion y caracterizacion de los materiales particulados PE-F, utilizando
CB como polielectrolito portador y Cip como modelo de firmaco con capacidad de
generar cargas positivas, dio origen a complejos i6nicos amorfos, los cuales pueden ser
obtenidos a escala piloto o productiva mediante técnicas farmacotécnicas sencillas y
comunmente utilizadas en el sector productivo de bienes y servicios. La incorporacién de
Na" (como hidréxido de sodio en soluciéon acuosa), genera una amplia variedad de
productos con caracteristicas fisico-mecanicas, quimicas y de liberaciéon que incrementa la

potencialidad de uso de estos materiales para la formulacién de medicamentos innovadores.

b) Los estudios reoldgicos, en el intervalo de viscoelasticidad lineal, de los
complejos CB-Cip-Na rehidratados en diversos fluidos acuosos y fisiolégicos simulados a

25, 32 y 37 °C, revelaton que a determinadas concentraciones y contenidos de Na

presentan un comportamiento tipico de la estructura de un gel. Esto se incrementa tanto a
medida que aumenta la concentracion molar de Na® como con la concentraciéon de los

complejo en el medio de hidratacion.

¢) El ion Na" actia como ligante en la estructura de los distintos complejos
hidratados, aumentando la interacciéon de las moléculas a medida que su proporcion

aumenta y modificando la velocidad de liberaciéon de Cip en buffer fosfato pH= 6,8

d) Los complejos mostraron menor afinidad por agua destilada para formar

estructuras elasticas, comparadas con buffer fosfato en un rango de 52 12 % Na".

e) Los petfiles de liberacién desde los complejos (CB-Cip-Na) con 10, 12 y 14 %
Na’, de concentracién 21 % p/p de sélido con buffer fosfato pH= 6,8 y utilizando como

medio de disolucién buffer fosfato pH= 6,8 a 37 °C son estadisticamente similares. En los
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complejos conteniendo 5, 16 y 20 % de Na', los mecanismos de liberacion cambian,

b

reflejindose un comportamiento inverso entre propotrcién de Na' y la velocidad de

liberacion de Cip.

e) El analisis comparativo de los resultados de los estudios reologicos realizados en
el intervalo de viscoelasticidad lineal junto con aquellos obtenidos en los estudios de
liberaciéon permitié obtener una correlacion entre la liberaciéon del Cip y propiedades
dinamicas del material particulado rehidratado con buffer fosfato. En general, se
obtuvieron evidencias de que ante un aumento de G, la velocidad de liberacién de Cip
desde los complejos disminuye proporcionalmente y similares valores de G' resultaron en

similares velocidades de liberacion de Cip.

f) La reologia da informacion de la estructura del material particulado e hidratado vy,
en determinadas condiciones de trabajo, es posible establecer una correlacion con la

liberacion del farmaco, esto confirma lo expuesto por Bonferoni y col., 1992.

@) Predecir el comportamiento de liberacién de un farmaco sobre la base de las
propiedades reoldgicas de poliméricos hidrofilicos serfa de una utilidad obvia para un
disefio de formulacién mas racional. Sin embargo, tal enfoque serfa posible si se tiene
presentes los limites de su aplicacién debido a que las condiciones de trabajo deben estar

bien definidos.

De las conclusiones obtenidas en esta tesis, se plantea el reto de completar en
futuros trabajos el comportamiento de disoluciéon del material en los otros medios
seleccionados como agua destilada y solucién fisiolégica y determinar si existe en general
una relaciéon biunivoca entre los perfiles de liberacion y las propiedades reoldgicas para

estos materiales que no pudieron ser determinadas por limitaciones de tiempo.

Planteado esto, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos, este trabajo de tesis

brinda un aporte importante al conocimiento, no solo porque no se dispone de estudios
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sistematicos que se focalicen en dilucidar especificamente este tipo de relacién entre la
estructura dinamica y las propiedades de liberacion, sino también al disefio racional de

formulaciones farmacéuticas.
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NOMENCLATURA

Nomenclatura

Simbolo Significado

a Absortividad

A Absorbancia

ABC Area Bajo la Curva

AMFQs Antimicrobianos Fluoroquinolénicos
ATC Anatomical, Therapeutic, Chemical classification system
ANOVA Anilisis de varianza

AD Agua Destilada

BF Buffer Fosfato

C Concentracion

CAS Chemical Abstracts Service

CB Carbomer

Cip Ciprofloxacino

CMEntre Fuente de Variacién entre

CMEsror Fuente de Variacién dentro

DCI Denominacién Comun Internacional
DER Desviacion Relativa Estandar

DSC Calotrimettia Diferencial de Barrido
ED Eficiencia de Disolucién

F Farmaco

> Factor de similitud

FA Farmacopea Argentina 7ed.

FDA Food and Drug Administration

ff Forma Farmacéutica

G' Modulo elistico o de almacenamiento
G" Modulo viscoso o de pérdida

Ho Hipétesis nula

H; Hipotesis alternativa

Hz Hercio

LSD Least Significant Difference

MHH Matrices Hidrofilicas Hinchables
MHPF Matrices Hinchables Polielectrolito Farmaco
P Probabilidad

Pa Pascal
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Nomenclatura

Simbolo Significado
PA Principio activo
PE Polielectrolito
PE-F Complejo Polielectrolito-Farmaco
p.f Punto de fusién
PM Peso Molecular
R2 Coecficiente de determinacion
SF Solucién Fisiologica
SLM Sistema de Liberacion Modificada
SP Sistema particulado
SPF Sistema Portador de Farmaco
Td; Temperatura de descomposicion inicial
Tdmax Temperatura maxima de descomposicién
TG Termogravimetria
TGA Analisis Termogravimétrico
TGI Tracto Gastrointestinal
UV-vis Ultravioleta visible
o Valor de significancia
o Frecuencia
Longitud de onda
o media de una variable
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Anexo

A.1- Representacion del modulo G'y G" del complejo (CB-Cip)s, Na,, en funcién de la
frecuencia de deformacion a diferentes temperaturas, medios de hidratacién y % p/p.
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Figura 1.a: Mddulo elastico (G') y médulo de pérdida (G") en funcion de la
frecuencia de deformacion (), (CB-Cip),, Na,, a diferentes % p/p en AD a 32°C
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Figura 1.b: Mo6dulo elastico (G') y médulo de pérdida (G") en funcion de la
frecuencia de deformacion (w), (CB-Cip);, Na,, a diferentes % p/p en AD a 37°C
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Figura 1.c: Mddulo elastico (G') y mddulo de pérdida (G'") en funcién de la
frecuencia de deformacion (®), (CB-Cip),, Na,, a diferentes % p/p en BF a 25 °C
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Figura 1.d: Mo6dulo elastico (G') y médulo de pérdida (G") en funcién de la
frecuencia de deformacion (®), (CB-Cip),, Na,, a diferentes % p/p en BF a 32 °C
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Anexo

A.2- Representaciéon del modulo G' del (CB-Cip), Na_ al 21% p/p en funcién de la
frecuencia de deformacion a diferentes temperaturas, medios de hidratacion y
propotciones molares de Na*
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Figura 2.a: Mo6dulo elastico (G') en funcién de la frecuencia de deformacion (),
(CB-Cip);, Na_al 21% p/p en AD a 25 °C.
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Figura 2.b: Mé6dulo elastico (G') en funcion de la frecuencia de deformacion (),
(CB-Cip);, Na_al 21% p/p en AD a 32 °C.
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Anexo

A.3- Representacion del modulo G'y G" en funcién de la frecuencia de deformacion a
diferentes temperaturas, medios de hidratacion y proporciones molares de Na*
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Figura 3.a: Modulo elastico (G') y modulo de perdida (G") en funciéon de la
frecuencia de deformacion (), (CB-Cip),, Na_ al 21% p/p en BF a 37 °C.
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Figura 3.b: Modulo elastico (G') y modulo de perdida (G'") en funcién de la
frecuencia de deformacion (w), (CB-Cip)50 Nax al 21% p/p en AD a 37 °C.
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Figura 3.c: Médulo elastico (G') y modulo de perdida (G'") en funcién de la
frecuencia de deformacion (), (CB-Cip)50 Nax al 21% p/p en AD a 32 °C.
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Figura 3.d: Médulo elastico (G') y modulo de perdida (G") en funciéon de la
frecuencia de deformacion (w), (CB-Cip)50 Nax al 21% p/p en AD a 25 °C.
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