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RESUMEN

El alginato es un polisacarido natural de elevado interés por sus condiciones favorables de
biocompatibilidad y degradabilidad bajo condiciones fisiologicas normales de pH=7.4 y
temperatura de 37°C. Debido a esta cualidad, se utiliza para aplicaciones biomédicas en ingenieria
de tejidos, administracion de farmacos y recubrimiento de heridas en forma de pelicula. En el
presente trabajo se investiga la sintesis de microesferas de matriz polimérica de alginato cargadas
con acetaminofén a través de la técnica de emulsion-evaporacion de solvente empleando una
emulsion agua/aceite (W/O). Se estudia la capacidad de integracion y liberacion del acetaminofén
de manera sostenida en condiciones fisiologicas. Bajo los pardmetros de estudio, las microesferas
sin carga obtuvieron un tamafio de particula de 0.98+0.03 um; mientras que las microesferas
sintetizadas con 0.1, 0.14 y 0.2 g de acetaminofén se registr6 un tamafio de particula de 3.66+0.34,
1.22+0.40 y 1.02+£0.05 um, respectivamente. Empleando microscopia electronica de barrido, se
observaron microesferas con porosidad de 15 y 40 nm. La caracterizacion microestructural por
difraccién de rayos X mostré que el acetaminofén presenta estructura cristalina del tipo
monoclinica, mientras que el polimero, microesferas sin y con carga carecen de una estructura
definida. Por ensayos térmicos simultaneos TGA/DSC se obtuvieron las propiedades térmicas del
polimero, fa&rmaco y microesferas, observando que la reticulacion de las microesferas retarda la
descomposicion térmica de la matriz. Una vez determinados los grupos funcionales caracteristicos
de los materiales precursores, realizando una comparacion de los espectros infrarrojo de
microesferas sin y con carga se comprobé la presencia de farmaco en las microesferas con 0.1,
0.142 y 0.2 g de acetaminofén. Se determind un porcentaje de rendimiento >70% y un contenido
de 40-70% del farmaco. Para los ensayos de cinética de liberacion de las microesferas con
acetaminofén, en sus distintas formulaciones, fueron suspendidas en buffer fosfato salino a una
temperatura de 37°C y pH=7.4, obteniendo una liberacion total de farmaco posterior a 15 dias y
con los modelos matematicos de orden cero, primer orden, Higuchi y Rigter-Peppas, se determino
que el proceso de liberacidn estuvo controlado por los procesos de hinchamiento y erosion de las

cadenas poliméricas.

Palabras clave: alginato, acetaminofén, microesferas, técnica de emulsién-evaporacion.



ABSTRACT

Alginate is a natural polysaccharide of great interest due to its favorable biocompatibility and
degradability conditions under normal physiological conditions of pH=7.4 and a temperature of
37°C. Due to this quality, it is used for biomedical applications in tissue engineering, drug delivery,
and wound coating in film form. In the present work, the synthesis of alginate polymeric matrix
microspheres loaded with acetaminophen through the emulsion-solvent evaporation technique
using a water/oil emulsion (W/O) is investigated. The ability to integrate and release
acetaminophen in a sustained manner under physiological conditions is studied. Under the study
parameters, the uncharged microspheres obtained a particle size of 0.98+0.03 um; while the
microspheres synthesized with 0.1, 0.14 and 0.2 g of acetaminophen had a particle size of
3.66+0.34, 1.22+0.40 and 1.02+0.05 um, respectively. Using scanning electron microscopy,
microspheres with porosity of 15 and 40 nm were observed. Microstructural characterization by
X-ray diffraction showed that acetaminophen has a monoclinic crystal structure, while the polymer,
charged and uncharged microspheres, lack a defined structure. By simultaneous TGA/DSC thermal
tests, the thermal properties of the polymer, drug and microspheres were obtained, observing that
the crosslinking of the microspheres retards the thermal decomposition of the matrix. Once the
characteristic functional groups of the precursor materials were determined, comparing the infrared
spectra of microspheres with and without charge, the presence of drug in the microspheres was
verified with 0.1, 0.142 and 0.2 g of acetaminophen. A yield percentage >70% and a content of 40-
70% of the drug were determined. For the release kinetics tests of the microspheres with
acetaminophen, in their different formulations, they were suspended in saline phosphate buffer at
a temperature of 37°C and pH=7.4, obtaining a total drug release after 15 days and with the models
mathematicians of zero order, first order, Higuchi and Rigter-Peppas, it was determined that the

release process was controlled by the processes of swelling and erosion of the polymeric chains

Keywords: alginate, acetaminophen, microspheres, emulsion-evaporation technique.



CAPITULO 1 INTRODUCCION

En los ultimos afios, se ha estudiado el uso de micromoléculas biodegradables de polimeros
biocompatibles portadoras de agente activo, como un mecanismo de liberacidn controlada. Se han
designado aplicaciones especificas para el material empleado como matriz y los niveles de
porosidad de las micromoléculas. Por ejemplo, las microesferas porosas de polimero se han
investigado para el transporte y liberacién de farmacos y otros compuestos biologicos, mientras
que las fabricadas a base de cerdmicos y vidrios bioactivos se han investigado principalmente para
la regeneracion de tejido 0seo [1]. Estos sistemas de liberacion de farmacos permiten una
administracion eficiente dentro del rango terapéutico deseado, evitando un exceso o un déficit, que
podrian afectar su eficacia antes de administrar la siguiente dosis. Propiedades como area
superficial, porosidad y volumen asociados a las microesferas hacen que se conviertan en un

excelente candidato como vehiculo de portadores bioldgicos directamente en el sitio requerido.

Existen diversos métodos de sintesis de microesferas, clasificandose en procesos fisicoquimicos,
quimicos, fisicos y mecanicos. La seleccion de un método de preparacién apropiado depende de la
naturaleza y propiedades del polimero, asi como también del agente activo a utilizar, el cual puede

o0 no afectar las propiedades de las microesferas.

El uso de sistemas de administracién de farmacos muestra un gran potencial para prolongar la vida
media de los farmacos debido a que los agentes formadores de biopeliculas de estos sistemas
ayudan a proteger los farmacos y evitan la degradacion espontanea. Por ello, en este trabajo se
Ilevd a cabo la sintesis de microesferas de alginato con capacidad de encapsular acetaminofén, que
consistié en una técnica de emulsion de agua en aceite y evaporacion de solvente, con CaCl, como
agente reticulante, donde se demostrd la capacidad de integracion y liberacion sostenida de
acetaminofén en condiciones fisioldgicas. Una de las grandes ventajas que presenta este método de
sintesis, es que, mediante la manipulacion adecuada de las variables de proceso como
concentracion de polimero en solucién acuosa, tipo de surfactante, velocidad de agitacion y la
relacion entrecruzante-polimero se pueden obtener tamafios de particula, rendimiento y eficiencia
de carga de las microesferas adecuados segun la aplicacion [2].En el primer capitulo se presentan
los objetivos que se plantearon en esta investigacion, asi como la justificacion, explicando que el
uso de polimeros hidrofilicos, como el alginato, ofrecen una ventaja determinante al ser

inmunotolerables y ser estar aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) de Estados



Unidos para su uso en humanos en ciertas aplicaciones biomeédicas [3]. El Capitulo 2 aborda
conceptos generales tales como la biodegradabilidad, biocompatibilidad, tipo de biomateriales y
caracteristicas que deben poseer para ser utilizados como sistemas de liberacion. Se mencionan
también los tipos de farmacos que existen para medios de encapsulacion, y los modelos
matematicos establecidos para predecir el tipo de mecanismo de liberacién que rigen los sistemas
microesfera-farmaco. El Capitulo 3 muestra el disefio de experimentos donde se consideraron las
mejores condiciones para la sintesis de microesferas de alginato mediante el método de emulsion-
evaporacion de solvente. También se incluyen las técnicas de caracterizacion, asi como los
procedimientos analiticos a los que se sometieron los materiales precursos y las microesferas sin y
con carga. En el Capitulo 4 se presentan los resultados y se realiza la discusion de los mismos a
apartir de las caracterizaciones realizadas donde se muestra la forma, estructura, morfologia,
composicion y propiedades térmicas de los materiales precursores y el producto de la sintesis.

Finalmente, el Capitulo 5 resume las principales conclusiones del proyecto.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

Proponer las condiciones experimentales de sintesis de microesferas de alginato mediante la técnica
emulsidn-evaporacion de solvente con la capacidad de encapsular y liberar acetaminofén de manera

sostenida en condiciones fisioldgicas.

1.1.2 Objetivos particulares

Producir microesferas de alginato mediante el método emulsion-evaporacion de solvente con

la capacidad de integrar un farmaco modelo.

e Determinar el tamafio y distribucion de tamario de las microesferas sin y con carga de farmaco.

e Determinar por microscopia electronica de barrido (MEB) y difraccion de rayos X (DRX) la
estructura y morfologia que presentan las microesferas sin y con carga farmacéutica.

e Identificar los grupos funcionales y tipo de vibracion molecular de las microesferas, sin 'y con

carga farmaceéutica, mediante espectrometria infrarroja (FT-IR).



e Realizar la caracterizacion térmica de las microesferas por analisis termogravimétrico (TGA)
y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

e Evaluar el porcentaje de rendimiento y porcentaje de pérdida de humedad de las microesferas
obtenidas. Asi como la eficiencia de encapsulacion de farmaco de las microesferas de alginato
con acetaminofén.

e Determinar la cinética de liberacion del farmaco, utilizando como medio de dispersion tampén
fosfato salino o buffer fosfato salino (PBS), por anélisis de absorbancia mediante

espectrometria ultravioleta-visible (UV-Vis).

1.2 Justificacion

La osteoartritis (OA) es una enfermedad degenerativa del cartilago en los huesos que afecta
socialmente alrededor del 10% de hombres y 18% de mujeres mayores de 60 afios. Un estudio en
México demuestra que la osteoartritis se encuentra dentro de las 10 causas de invalidez total,
restando 2.3 afios de vida saludable [4, 5]. Tradicionalmente, el tratamiento de la osteoartritis
consiste en el manejo del dolor. Las recomendaciones de la European League against Rheumatism
y National Institute for Health and Care Excellence recomiendan el uso "oral" de acetaminofén
como tratamiento farmacoldgico de primera linea para el dolor leve a moderado de la osteoartritis,
gracias a su bajo costo, facilidad de adquisicion, eficacia y un perfil de seguridad méas favorable
que otras opciones de farmacos [6, 7]. Por otro lado, el tratamiento presenta una disminucién de

los niveles terapéuticos en periodos menores a 12 horas.

En los paises desarrollados la carga socioecondmica es grande y cuesta entre el 1.0% y 2.5 % del
PIB [5]. Sea a modo de ejemplo, en Estados Unidos los gastos de atencién médica asociados con
la OA son de aproximadamente $185.5 mil millones de ddlares anuales empleando tratamientos
convencionales, por lo cual se ha recurrido a la investigacion de tratamientos administrados via
intra-articular, reduciendo los costos anuales hasta un 53% [8, 9]. Uno de los sistemas de entrega
mas utilizados son las microesferas, debido a sus propiedades como area superficial, porosidad y
volumen, lo que las convierte en excelentes candidatas como transportadores de farmacos y

vehiculos de administracion directamente en el sitio requerido.

Dicho esto, el presente proyecto de investigacion se llevard a cabo para la obtencion de

microesferas portadoras de farmaco con la capacidad de ser administradas por via intra-articular y
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proporcionar una liberacion de farmaco sostenida, minimizando el riesgo de cristalizacion del
medicamento y asegurando la entrega de farmaco en la zona requerida. Ademas, los subproductos
ocasionados por la degradacion de la matriz polimérica pueden ser desechados facilmente por el

cuerpo sin ocasionar dafio alguno y al mismo tiempo proporcionar un alivio del dolor al receptor.

1.3 Hipotesis

Las propiedades hidrofilicas y el nivel de entrecruzamiento del alginato con cationes divalentes de
calcio permitiran obtener microesferas de alginato con acetaminofén por el método de emulsion-
evaporacion de solvente, las cuales cumpliran con las propiedades de tamafio, biodegradabilidad,
morfologia, estructura y una reticulacion adecuada provista por el entrecruzamiento de los atomos
de calcio con los grupos funcionales del polimero, lo que posibilitara su uso como sistemas de

liberacion sostenida, sin comprometer la eficacia de la entrega del farmaco.

1.4 Metas cientificas

e Las propiedades fisicoquimicas del surfactante y los factores que intervienen en el proceso de
emulsion permitiran que las microesferas cumplan con didmetro de particula maximo 5 pm.

e Se logrard un porcentaje de rendimiento de 60-80% sujeto a la relacion polimero-agente
entrecruzante.

e Las propiedades fisicoquimicas del polimero y farmaco, asi como la tasa de evaporacion del
solvente proporcionara obtener eficiencia de encapsulamiento entre 50-70%.



CAPITULO 2 REVISION Y DISCUSION DEL ESTADO DEL ARTE

En este capitulo se detalla informacion acerca de las propiedades y clasificacion de los
biopolimeros empleados como sistemas de liberacion. Se describen los diferentes métodos de
obtencion de microesferas, haciendo énfasis en el método de emulsion-evaporacion y los factores
que intervienen en el proceso de sintesis. Ademas, se describen los modelos matematicos que
definen el mecanismo de liberacion de los agentes activos desde las microesferas. Por Gltimo, se
realizd una revision del estado del arte de microesferas de alginato portadoras de farmaco para la

aplicacion en diversas areas de la biomedicina.

2.1 Biomateriales y su clasificacion

Se define a un biomaterial como un material que ha sido disefiado con la capacidad de apoyar,
mejorar 0 reemplazar la funcion de un tejido humano. Un biomaterial es todo aquel material que

es biocomplatible con el receptor, el cual puede ser de origen natural o sintético.

Williams [10] sugiere que la biocompatibilidad se refiere a la capacidad de actuar con una respuesta
apropiada del huésped en una aplicacion especifica. En pocas palabras, ningln dafio al organismo

huésped define la biocompatibilidad.

Se sabe que los biomateriales son disefiados y fabricados para mejorar la calidad de vida del
receptor, cumpliendo con la biocompatibilidad como caracteristica prioritaria, sin embargo, no
siempre es esto posible, de esta manera es permisible clasificar a los biomateriales respecto a su
biocompatibilidad, existiendo entonces aquellos materiales carcinogénicos, citotdxicos,
mutagenéticos, pirogénicos y alergénicos. La Tabla 2.1 clasifica a estos biomateriales con el tipo
de biocompatibilidad y sus reacciones en el cuerpo humano.

Tabla 2.1 Clasificacion general de los biomateriales [11, 12].

Tipo de material | Respuesta en el receptor

Bioinerte Sin reaccion en el entorno bioldgico.

Biotolerante Formacion de cépsulas delgadas de tejido conectivo, sin adherencia a la

superficie del implante.




Bioerosionable | Respuesta positiva, capacidad de llevar a cabo la liberacion controlada de
medicamento, naturalmente degradado o absorbido en el tejido vivo para

regenerar o reparar el tejido con el paso del tiempo segun su aplicacion.

Biodegradable Formacion de una union interfacial entre el tejido y el material, para

reparar o regenerar el tejido.

2.2 Biomateriales poliméricos en aplicaciones médicas

Los polimeros son moléculas extensas de elevado peso molecular, formados por unién covalente
de unidades repetitivas denominadas “mondmeros”. Quimicamente, los polimeros se basan en

carbono e hidrégeno.

La seleccion de un polimero para una aplicacion dada estard determinada por las complejas
propiedades de estas macromoléculas. Los polimeros pueden ser naturales o sintéticos, y en ambos
casos es posible encontrar composiciones bioestables (para reemplazos permanentes, parcial o total

de 6rganos y/o tejidos), biodegradables y bioerosionables.

Los polimeros sintéticos son mas versatiles. Son polimeros manufacturados por el hombre y se
emplean en diversas areas. Dentro de los biomateriales, los polimeros usados para este ambito son

disefiados de acuerdo con la aplicacion y propiedades de éstos mismos.

Los biomateriales poliméricos naturales son polimerizados en seres vivos, sean estos animales,
plantas, microorganismos u hongos, que posteriormente son reservados hasta su uso. Este tipo de
materiales y sus derivados tienen cualidades como: alta biocompatibilidad, respuesta inmune in

vivo aceptable, buena funcionalidad y durabilidad [13].

La Tabla 2.2 muestra un resumen de la clasificacion de polimeros sintéticos y naturales en los

diferentes grupos, su respuesta en el receptor y aplicaciones mas comunes.



Tabla 2.2 Clasificacion de polimeros sintéticos y naturales, segun su respuesta al receptor y

aplicaciones. [14-17]

Tipo de Respuesta en Polimeros Polimeros
Aplicaciones Aplicaciones
material el receptor sintéticos naturales
Articulacion de
) dedo, o Andamios y
Propileno, ) . Fibroina de
dispositivo de lentes de
PET seda
) apoyo contacto.
Sin respuesta .
Bioinerte cardiaco.
en el receptor i
Sustituto de
Lentes de
. ) vasos
Silicon contacto, Colageno )
) sanguineos
catéter. .
pequenos.
Respuesta
positiva,
capacidad de Vehiculos de ) Vehiculos de
) o Alginato, o
Bioerosionable | llevar a cabo Poliuretano suministro de ) suministro de
. N ) quitosano )
la liberacion farmacos. farmacos
controlada de
medicamento
Respuesta
o Suturas
positiva, o
quirdrgicas o
buena ) . Recubrimiento
» autoabsorbibles Almidon, )
degradacion ) de heridas en
Biodegradable e PLA, PGA y andamios celulosa,
quimica con el o ) forma de
artificiales para colageno )
paso del N peliculas.
) ) regeneracion
tiempo segun L
L de tejido Oseo.
su aplicacion.

2.2.1 Alginato como polimero natural, propiedades y aplicaciones biomédicas

El alginato es un polisacarido anionico e hidrofilico natural formado por la unién de los &cidos

manuronico (M) y guluronico (G) mediante los carbonos 1-4 (Figura 2.1)generalmente obtenido



de las paredes celulares de algas pardas (marrones). Existen diferentes arreglos moleculares entre
los grupos D-manuronico y L-gulurénico, dichos arreglos son dependientes del pH en el que se
encuentre el polisacarido, para pH neutros el polisacarido gelifica utilizadndose de esta manera para
hidratacién y liberacidn de agentes activos. El alginato es un polimero natural de bajo costo, baja

toxicidad y elevada biocompatibilidad y degradabilidad [2, 18].

El peso molecular del alginato afecta la tasa de degradacién y las propiedades mecénicas de los
biomateriales a base de alginato. Un peso molecular significativamente mayor reduce el nimero
de sitios de reaccion disponibles para la degradacion hidrolitica, lo que contribuye ain mas a la
tasa de descomposicion lenta. Ademas, la degradacion inherente también afecta las propiedades

mecénicas debido a cambios estructurales tanto a nivel molecular como macroscépico [19].

COOM COCNa
| N T
Nagog  OH
M / o

COONa NaQOC
Estructura del alginato de sodic

Figura 2.1 Alginato como un polisacarido copolimérico formado por los &cidos gulurénico (G) y

manurénico (M).

Dentro de la industria farmacéutica ha sido utilizado en los ultimos afios para la encapsulacion y
liberacion de farmacos debido a sus dptimas propiedades, tales como: (1) un ambiente acuoso
parcialmente inerte dentro de la matriz; (2) procesos de encapsulacion realizados a temperatura
ambiente sin el uso de solventes organicos toxicos; (3) un alto grado de porosidad el cual permite
una elevada difusion para las macromoléculas; (4) disolucién y biodegradacién del sistema bajo

condiciones fisiologicas normales (pH=7.4) [20].

Las microesferas poliméricas fabricadas con una matriz de alginato, han sido utilizadas como
gelificantes para tratamientos del reflujo esofagico, encapsulacion de farmacos, células y
posteriormente su liberacion de agentes activos para tratar zonas inflamadas como el intestino y el
colon, la fabricacion de andamios en el area de ingenieria de tejidos, en el campo dermatologico
para la cicatrizacion de heridas y en odontologia como material para impresiones dentales o la
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fabricacion de moldes para produccion de una copia a nivel completo del complejo éseo, fijacion
y elaboracion de protesis [1, 2].

2.3 Osteoartritis, deteccion y tratamiento

Los huesos del cuerpo humano se clasifican por su forma y microestructura. Los huesos estan
conformados por minerales como los fosfatos de calcio (hidroxiapatita cristalina), que en conjunto

constituyen mas de la mitad de la masa dsea, asi como también contienen agua y fibras proteinicas.

Las enfermedades osteoartriticas se caracterizan por el dafio progresivo generado en una o varias
articulaciones como rodilla, cadera, hombro y manos, produciendo asi una pérdida de funcion y
dolor. La Figura 2.2 muestra graficamente el desgaste de la zona articular donde la alteracion de la
homedstasis tisular tipicamente conduce a la destruccion progresiva del cartilago articular con
descomposicion de proteoglicanos, muerte de condrocitos y esclerosis del hueso subcondral, y

finalmente se acompafia de inflamacidon sinovial y formacion de osteocitos.

Articulaciéon normal Artritis reumatoide Artrosis
Inflamacién de
-~ Hueso /lacépsulayta
/ { membrana
_- Céapsula vy Destruccion
articular s grave del
cartilago
- Membrana Pérdida de
sinovial . espacio en la
z?“f\c"‘aﬁ’ —-Espicula
~~ Cavidad oot 4sea
\ sinovial
P N A s S
Cartilago Destruccion Pérdida 0
del canilago desgaste

del cantilago

Figura 2.2 Comparacion esquematica de una articulacion sana y una con osteoartritis. La

osteoartritis implica inflamacién, pérdida de cartilago, dafio 6seo y dolor [9].

Actualmente, el diagnostico de la osteoartritis se establece convencionalmente mediante imagenes

de rayos X, resonancia magnética y/o mediante analisis de liquido articular. Ademas, la tomografia
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de coherencia 6ptica (OCT) tiene el potencial de ser un indicador de pronoéstico minimamente
invasivo para la osteoartritis en el futuro [4].

Las opciones de tratamiento dependen en gran medida de la gravedad de la osteoartritis y del dolor
que sienten los pacientes. La primera opcion es tratar el dolor sintomatico con analgésicos y
antiinflamatorios ya sea que la administracion sea por via oral (comprimidos), parenteral o topica
(crema o unglientos). En la actualidad se ha recurrido al uso de tratamientos intra-articulares (1A),
esto se refiere al uso de sistemas de liberacion controlada administrados por vias IA. Dicho
tratamiento presenta grandes ventajas sobre las administraciones convencionales, destacando una
mayor biodisponibilidad local, costos y exposicion sistémica reducidos [21]. Una desventaja
evidente de las inyecciones IA es la molestia y el dolor que pueden causar y el posible riesgo de

infeccion. Por lo tanto, el nimero de inyecciones 1A por afio debe reducirse al minimo [22].

Abd-Allah y col. [23] sintetizaron microesferas de quitosano/tripolifosfato cargadas con
lornoxicam, mediante la técnica de gelacion ionotropica, las cuales fueron administradas via IA,
las microesferas optimizadas fueron testadas en un modelo de osteoartritis inducida por

monoyodoacetato en ratas, logrando tiempos de retencion de 8 dias.

Arunkumar y col. [24] empleando la técnica de emulsion-evaporacion en una emulsion aceite/agua
(O/W), produjeron microesferas de policaprolactona (PCL) con etoricoxib (COX 2 inhibitor) como
un sistema de administracion de farmacos intra-articulares para el tratamiento de la osteoartritis.
El analisis in vivo de las microesferas cargadas fue realizado en 4 ratas (Sprague Dawley rats),
mostrando que las microesferas podrian prolongar la retencion del farmaco en la region sinovial

hasta aproximadamente 4 semanas.

Horisawa y col. [25] elaboraron microesferas de acido poli(lactico-co—glicolico) (PLGA),
cargadas con fosfato de sodio de betametasona (BSP) como sistema de liberacion IA. Los estudios
de liberacion in vitro demostraron que la liberacion fue constante durante 3 semanas, mientras que
en los ensayos in vivo, probados en conejo artritico (artritis inducida por antigeno), la inflamacién

disminuyo significativamente en un lapso de 21 dias.
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2.4 Sistema de administracion de farmacos

Los sistemas convencionales de administracion de farmacos usualmente son por via oral, rectal y
parenteral. Una desventaja de los sistemas convencionales de administracion es el déficit en la
concentracion de agentes terapéuticos por lo que se requiere una frecuente administracion de dosis.
Debido a esto se presentan elevados niveles de farmacos en sangre por arriba del limite toxico
posterior a la administracion, al paso del tiempo estos niveles disminuyen por debajo del nivel
terapéutico y es hasta entonces cuando se requiere la siguiente dosis. Esto no significa que la
eficiencia del farmaco se vea afectada por el medio de administracion, el medicamento es efectivo
siempre que su concentracion en la sangre sea superior a la concentracion efectiva minima,
independientemente de los perfiles farmacocinéticos (esto supone que la concentracion maxima

del farmaco es inferior al nivel toxico del farmaco), tal como se muestra en la Figura 2.3.

Concentracion de farmaco variable

Concentracion de farmaco constante

-
S/
#|
7

Concentracion kT
minima efectiva de
farmaco

Concentracion de farmaco en sangre

Tiempo

Figura 2.3 Comparacion de la concentracion de farmaco en sangre para sistemas estables y no

estables respecto del tiempo y los niveles de minima eficacia [26].

Uno de los retos mas desafiantes en la administracién de farmacos es el uso de aquellos
medicamentos que requieren una administracion en el momento adecuado, un ejemplo es el uso de
insulina, la cual debe ser administrada cuando los niveles de glucosa en sangre son elevados, por
lo que una administracion constante y sostenida de dicho farmaco produciria una hipoglucemia en

el receptor. A este tipo de liberacion se le conoce como liberacién pulsatil [26].
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Los sistemas de liberacién pulsatil requieren un sensor (switch) con la capacidad de entregar la
cantidad de farmaco exacta en el momento adecuado. La Figura 2.4 representa graficamente los
perfiles de concentracion de farmaco en sangre respecto al tiempo para los sistemas de liberacion
pulsatil y sostenida.

Liberacion pulsatil

b
-]

Liberacion sostenida

Concentracién de firmaco en sangre

Tiempo

Figura 2.4 Perfiles de concentracion de farmaco en sangre por sistemas de liberacion pulsatiles
en comparacion con sistemas de liberacion sostenida [26].

2.4.1 Microparticulas como sistema de liberacion

Las microparticulas tienen un diametro dentro del rango de los micrometros (um) y pueden

dividirse en microcapsulas o microesferas.

La microencapsulacion surge en el afio 1931. Las microcépsulas son particulas de forma esférica
que estan constituidas por un recubrimiento sélido y en su interior contienen un agente activo, ya
sea que éste se encuentre en estado sélido o liquido, con el proposito de conseguir una liberacion

sostenida o prolongada de farmacos [27].

Las microesferas (MEs) son particulas esféricas sin una distincion entre la cubierta y el nucleo.
Poseen una estructura monolitica donde el farmaco esta incorporado dentro de la matriz polimérica.
Las particulas esféricas consisten en un tamafio que oscila entre 1 y 1000 um. Son utilizadas para

proteger los medicamentos de los efectos ambientales (humedad, calor, oxidacion) [28].
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La Figura 2.5 representa un esquema de una nanocapsula y una nanoesfera, esquematicamente la
representacion es la misma para microesferas y microcépsulas, diferenciandose entre si por el

tamano.

Membrana Matriz

Particulas
de
farmaco |

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 2.5 Representacion esquematica de una nanocéapsula y una nanoesfera [29].

Una de las aplicaciones méas predominantes para el uso de microesferas es el buen funcionamiento
que tienen como vehiculo de administracion de farmacos. Especialmente los materiales
biocompatibles y biodegradables. Gracias a su esferoidizacion, una de las grandes ventajas que
tiene los sistemas de encapsulacion, es la proteccion que brinda hacia agentes fragiles como acidos
nucleicos y proteinas, agentes terapéuticos, factores de crecimiento, etc., que de otro modo serian
facilmente destruidos por el cuerpo y asegurando a la vez una administracion eficaz. Debido a su
tamafio pequefio, los sistemas microesféricos pueden ser inyectados con una jeringa convencional,

sin necesidad de intervencion quirdrgica.

2.5 Técnicas de microencapsulacion

Las técnicas de encapsulacion se pueden clasificar en base a los métodos empleados los cuales
pueden ser, fisicos, quimicos, mecanicos y fisicoquimicos. Dichos métodos contienen diferentes
técnicas, uno de los factores de seleccién para dichas técnicas es el costo de elaboracion, tiempos

de produccion, tamafio de particula, sustancia a encapsular y el tipo de polimero.
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2.5.1 Secado por aspersion (spray drying)

El principio activo se dispersa en una solucion del material de recubrimiento. Posteriormente, la
solucion dispersa se pulveriza en una cdmara (en cuyo interior transita aire caliente), evaporando
el disolvente y obteniendo asi las microesferas. Se caracteriza por ser un proceso rapido, continuo
y de un solo paso para produccion de microesferas en grandes cantidades. Sin embargo, resulta ser
un proceso de alto costo, limitdndose a ciertos rangos de viscosidad, una inestabilidad térmica y

bajos rendimientos [28].

2.5.2 Extrusion

La técnica de extrusion es una técnica simple y ampliamente utilizada en la fabricacion de
microesferas cargados de farmacos mediante gelificacion ionica del polimero, que implica una
reaccion simple de difusion y reticulacion. Por lo tanto, el método de extrusion también se conoce
como método de gelificacion ionica. La técnica consiste en formar una dispersion del farmaco en
la solucion polimérica, la cual posteriormente es goteada (extruida) a través de una herramienta de
goteo simple (p. €j., una jeringa o una pipeta) o una herramienta compleja, p. agujas de acero
inoxidable en un bafio de gelificacion que contiene el agente reticulante. Aqui, los iones del
polimero son reemplazados por los iones del agente reticulante los cuales endurecen la membrana

para formar particulas y obtener las microesferas.

2.5.3 Coacervacion

Esta técnica se conoce también como separacion de fases. A partir de la formacion de una emulsién
agua en aceite (W/O), la solucion del agente activo se agrega gota a gota a la emulsién formada,
posteriormente la solucion de agente activo y polimero se separa en dos fases para que el polimero
recubra el agente activo. Al reducir la solubilidad de la matriz en la suspension, las particulas de
gel producidas se forman por aglomeracion. El polimero se deposita en la superficie del agente

activo para formar microesferas cargadas [30].
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2.6 Microencapsulacion por emulsion-evaporacion de solvente

El procesamiento por emulsion-evaporacion del solvente es el método ampliamente usado en la
preparacion de MEs a partir de polimeros biodegradables. En primer lugar, es necesaria la
formacion de una emulsion la cual puede ser simple o compleja. La eleccion de la fase interna 'y
externa depende de las propiedades hidrofilicas-hidrofobicas del principio activo. La precipitacion
del material polimérico se logra al evaporar el solvente. Posteriormente, las MEs formadas son
lavadas y recolectadas por filtracion o centrifugacion, y secadas por liofilizacion u otro proceso de

secado.

2.6.1 Agentes tensoactivos

Los surfactantes son sustancias quimicas que poseen doble afinidad, una cabeza polar (hidrofilica)
y una cola no polar (hidrofobica). Esta estructura les permite migrar y adsorberse en la interfase.
Los agentes tensoactivos pueden clasificarse como tensoactivos catidnico o aniénico, dependiendo
de la carga (positiva o negativa) que posee la zona hidrofilica. En cambio, si éste no presenta una

carga ionica en la cabeza hidrofilica se le conoce como tensoactivo no ionico [31].

Puesto que las cadenas poliméricas son poco solubles en agua, la funcion principal de los agentes
tensoactivos es minimizar la interfaz de contacto agua-hidrocarburo en la solucién acuosa de una
emulsion. La seleccion de un tensoactivo dependera del tipo de emulsion a formar, de manera
empirica se pueden considerar las escalas establecidas por Griffin [32] del balance hidrofilico-
lipofilico (HLB - Hydrophilic-Lipophilic Balance) de los agentes tensoactivos; esto es, cuanto
mayor sea el valor HLB del tensioactivo, més hidrofilico es y viceversa, cuanto menor es el valor
HLB del tensioactivo, mas lipofilico es. Para el caso de una emulsion agua en aceite (W/O), los
valores de HLB del tensoactivo deben estar entre 1 y 4, mientras que para emulsiones aceite en

agua (O/W), los valores de HLB del tensoactivo suelen encontrase entre 10 y 13 [33].

Los emulsionantes no i6nicos como Span 80 (HLB de 4.3) y Span 85 (HLB de 1.8) se indican
como tensoactivos para la fabricacion de microesferas de alginato. Comdnmente, la fase oleosa
para la fabricacion de MEs de alginato es parafina liquida, por lo que el Span 80 es el tensoactivo
mas comun ya que se disuelve de manera efectiva en la parafina liquida o aceite mineral, puesto
que posee un valor HLB bajo que indica que es lipofilico y adecuado para emulsiones de agua en
aceite (W/O) [28].
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2.6.2 Entrecruzante

En la formacion de microesferas de alginato se ha estudiado el uso de cationes divalentes, tal es el
caso del uso de iones calcio (Ca?*)' con el prop6sito de reducir la disolucion de la matriz del
polimero proporcionando un endurecimiento en las particulas de alginato. Morris y col. [34]
establecieron un modelo conocido como “caja de huevo” (Figura 2.6); en presencia de calcio, el
alginato tiende a formar una estructura donde los iones libres de calcio (Ca?*) tienden a situarse
entre los grupos de carga negativa del acido guluronico (G), formando una estructura polimérica

de doble hélice.
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Figura 2.6 Interaccion de cadenas poliméricas de alginato de sodio con iones de calcio (Ca®")
situados entre los grupos G con carga negativa [34].

Al estudiar el efecto de la concentracion de CaClz sobre las caracteristicas de las MEs cargadas con
farmaco obtenidas mediante el método emulsién-gelificacion, Baimark y col. [36] descubrieron
que las bajas concentraciones de Ca?* (0.5% - 1.25% p/v) producen un efecto de aglomeracion de
las MEs fabricadas, puesto que la concentracion de reticulante no es suficiente para endurecer las
microesferas. Rastogi y col. [37] enfatizaron que la condicién Optima para una adecuada
encapsulacion es una concentracion de 7.5% p/v de CaCl.. Un aumento en la concentracion de
CaCl favorece la eficiencia de encapsulacion, ya que se puede lograr hasta un 98% de eficiencia

de encapsulamiento (E.E.) debido a la presencia de una red mayormente reticulada.
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2.6.3 Farmacos para medios de encapsulacion

Se conoce como farmaco a cualquier compuesto bioldgicamente activo capaz de modificar el
metabolismo de las células sobre las que actua. En el campo de la medicina, medicina veterinaria
y otras ciencias, los farmacos se utilizan con el fin de curar, prevenir enfermedades, reducir sus
efectos en el organismo o simplemente aliviar el dolor fisico. Existen diversos métodos de
clasificacion de farmacos ya sea por su efecto terapéutico, segun su método de aplicacion o bien
por sus propiedades fisicas (hidrofobicos o hidrofilicos). Los farmacos hidrofilicos normalmente
se excretan directamente por los rifiones, mientras que los farmacos hidrofébicos experimentan una
biotransformacion antes de la excrecidn, con la finalidad de desintoxicar las sustancias exdgenas

como para aumentar su hidrofilicidad, asegurando su eliminacion a través de los rifiones [38].

Para lograr la encapsulacion de farmacos hidrofébicos se ha empleado el uso de ciclodextrinas ya
que son capaces de modificar favorablemente las propiedades biofarmacéuticas no deseadas del
farmaco, como la baja estabilidad quimica y la solubilidad acuosa limitada mediante la formacion
de complejos de inclusion [39]. Cheng y col. [40] realizaron la sintesis de microesferas de PLGA
cargadas con complejos de B-ciclodextrina (B-CD) y epigalocatequina-3-galato (EG) para las
propiedades antiinflamatorias en células microgliales activadas, demostrando que el uso de B-CD
puede aumentar la eficiencia de carga de EG en microesferas de PLGA y proporcionar un efecto

neuro protector en las células microgliales activadas.

El efecto terapéutico de las moléculas hidrofilicas esta limitado por la eliminacion rapida de la
circulacién sistémica o del sitio local de administracion. La farmacocinética y la biodistribucion
inadecuadas pueden mejorarse encapsulandolas en sistemas de administracién de farmacos. Sin
embargo, la alta solubilidad en agua, la naturaleza altamente hidrofilica y el bajo peso molecular
dificultan la encapsulacién de moléculas hidrofilicas en muchos sistemas de administracion de
farmacos. En comparacion con otros sistemas de liberacion, los sistemas microencapsulados
otorgan un mayor potencial como portadores de farmacos debido a la estabilidad y la baja
permeabilidad, a causa del grosor de la membrana, el entrecruzamiento y la difusividad lateral de
la pared polimérica. Las propiedades de los sistemas microencapsulados, incluido el tamafio, la
permeabilidad y la propiedad de carga, son mucho mas versatiles gracias a la disponibilidad

abundante de polimeros naturales y sintéticos [41].
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La Tabla 2.3 enlista algunos farmacos encapsulados en sus diferentes técnicas empleadas,

conteniendo el alginato como matriz polimérica.

Tabla 2.3 Farmacos usados como agentes activos para microesferas de alginato [28].

Sustancia activa

Técnica empleada

Ibuprofeno

Extrusién

Dextrano azul

Extrusion; emulsion-evaporacion

Curcumina Extrusion
Astaxantina Extrusion

Icariin Emulsion-evaporacion
Cafeina Secado por aspersion
Insulina Secado por aspersion

Diclofenaco sédico

Emulsion-evaporacion

Aceclofenaco

Extrusién

Risperidona

Extrusién

2.7 Acetaminofén como agente activo para encapsulacion

Se han estudiado diferentes farmacos como agentes activos para encapsulaciéon y su posterior
liberacion controlada en el medio receptor. Dada la aplicacion y problematica a tratar, el farmaco

de interés para este proyecto es acetaminofén (paracetamol).

El acetaminofén es un farmaco ampliamente usado en la vida cotidiana debido a su funcion
analgésica para tratar dolor leve y/o moderado. Es considerado como un medicamento AINE
(medicamentos antiinflamatorios no esteroideos) al no poseer efectos secundarios sobre 6rganos
como estdmago, esofago, intestino grueso y delgado. El acetaminofén produce analgesia por un
mecanismo de inhibicion de las prostaglandinas en el sistema nervioso central. Ha demostrado una
eficacia comparable frente a otros farmacos con la dosis estandar equivalente y produciendo

menores efectos secundarios [42].

La administracion oral y rectal pueden producir analgesia en un lapso de 40 minutos, con un efecto

méaximo de 1 hora, sin embargo, las variaciones de biodisponibilidad pueden hacer que el inicio
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terapéutico y la duracion de la accion sean impredecibles. La administracion de acetaminofén por
via intravenosa ha demostrado que el inicio de analgesia ocurre posterior a los 5 minutos de

administracion y una duracion de analgesia entre 4-6 horas [43].

El acetaminofén (CH3sCONHCeH4OH, Figura 2.7) tiene un peso molecular de 151.16 g/mol,
presentado en forma de polvo blanco inodoro posee un punto de fusién y ebullicién de 170°C y
>500°C, respectivamente. Presenta solubilidad en agua a 20°C y densidad de 1.3 g/cm? [44].

Hec\(c H,

MNH

Figura 2.7 Molécula de farmaco analgésico acetaminofén.

Por otro lado, el tratamiento presenta una disminucion de los niveles terapéuticos en periodos
menores a 12 horas, por lo que se ha utilizado el uso de sistemas de liberacién sostenida
administrados intraarticularmente para prolongar su liberacion, tratar, disminuir el dolor y retrasar
la administracion de dosis posteriores. Uno de los sistemas de entrega mas utilizados son las
microesferas, debido a sus propiedades como area superficial, porosidad y volumen, lo que las
convierte en excelentes candidatas como transportadores de farmacos y vehiculos de
administracion directamente en el sitio requerido. La sintesis de microesferas cargadas con
acetaminofén utilizando una matriz polimérica de quitosano, ha sido realizada por Muliay col. [45]
mediante la técnica de gelaacion ionotropica obteniendo una liberacion de orden cero en un lapso
de 8 horas donde la mayor liberacion de farmaco fue de 39% , y por Villicafa y col. [46] mediante
el método de emulsidn-evaporacion de solvente mostrando una liberacion del farmaco durante 420

horas.
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2.8 Factores que influyen en las microesferas de alginato cargadas con farmaco

Los pardmetros con mayor importancia en la administracion de MEs cargadas son el tamafio y la
distribucion del tamafio de las microesferas. Un tamafio de particula elevado y una mala
distribucion podrian causar una deficiencia en la administracion, asi como también problemas

cruciales en el receptor.

Estos pardmetros estan en funcién de la técnica empleada para la obtencion de MEs. EI método de
encapsulacion por emulsion-evaporacion de solvente implica una gran cantidad de variables y

condiciones de operacion para tener una produccion eficaz que se describen a continuacion.

2.8.1 Concentracion de alginato

La concentracion del polimero influye en las caracteristicas de morfologia, tamarfio de particula y
eficiencia de encapsulacion. EI aumento en la concentracion de alginato es directamente
proporcional al aumento en viscosidad de la solucién, que a su vez influye en el aumento de la
tension interfacial entre la solucién acuosa y la fase oleosa, provocando un aumento en el tamafio

de particula, asi como también un incremento en la eficiencia de encapsulacion de farmaco [28].

Liny col. [47] investigaron el efecto de la concentracién de alginato sobre el tamafio de particula
y la eficiencia de encapsulacién del farmaco mediante el método de extrusion. Reportando que el
aumento de la concentracion de alginato del 1% al 3% p/v condujo al aumento de tamafio de
particula de microesferas desde 728,7 mm hasta 1053,4 mm, respectivamente. Los resultados
también mostraron que una alta concentracion de alginato es eficaz para mejorar la eficiencia de
encapsulacion del farmaco, que fue del 100 % al 3 % p/v de concentracion de alginato. Estos
hallazgos demuestran que el tamafio de particula y la eficiencia de encapsulacién del farmaco se

ven afectados significativamente por la concentracion de alginato.
2.8.2 Fase oleosa

La influencia de la fase oleosa sobre el tamafio de particula no se ha estudiado ampliamente, sin
embargo, algunos autores indican que la viscosidad de la fase oleosa afecta el tamafio y
homogeneidad de las microesferas. El tamafio y la distribucion del tamafio de las microesferas de
alginato se pueden adaptar a la relacion entre la viscosidad de la fase oleosa y la viscosidad de la

fase acuosa. Por ejemplo, Wang y col. [48] reportaron que las microesferas obtenidas aumentaron
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su tamafio y distribucion de tamafio de particula, utilizando aceite de oliva en la formacion de la
fase oleosa en comparacion con el aceite de parafina liquida debido a que la viscosidad del aceite
de oliva era mayor en comparacion con el aceite de parafina liquida. Por lo tanto, el estudio
demostro que el tamafio y la distribucion de tamafio de las microesferas depende de la viscosidad

de la fase oleosa.

2.8.3 Surfactante

La funcion del surfactante es reducir la tension interfacial entre las moléculas hidrofobicas e
hidrofilicas que conducen a la formacion de emulsiones estables. La relacion entre el surfactante y
el tamafio de particula establece que aumentando los niveles de concentracion del surfactante se
reduce el tamafio de las gotas de la solucidn acuosa, por lo tanto, se obtienen menores tamafios de

particula y mejor distribucion de tamario.

2.8.4 Velocidad de agitacion

Usualmente la velocidad de agitacion se maneja para controlar el tamafio y distribucién de las
particulas. En general a elevadas velocidades de agitacion se obtienen microesferas mas finas,
debido a que la energia transferida para provocar una dispersion entre la fase oleosa y acuosa es

mayor.

Shukla y col. [49] en la produccion de microesferas de alginato con furoato de diloxanida
identificaron que, debido al aumento en la velocidad de agitacion en la formacion de la emulsion,
el tamafio de particula disminuye puesto que a una velocidad de agitacion de 750 rpm el tamafio
de particula reportado es de 455 um mientras que a una velocidad de agitacion de 1500 rpm el
tamafo de particula observado es de 348 um. Por otra parte los resultados de porcentaje de
rendimiento también se ven afectados por la velocidad de agitacién ya que de igual manera al
aumentar la velocidad de agitacién disminuye el porcentaje de rendimiento, sin embargo para el
caso de la eficiencia de agitacion la velocidad optima reportada es de 100-1250 rpm obteniendo
eficiencias de encapsulacion del 70%.
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2.9 Mecanismos y cinética de liberacion de sustancias activas
2.9.1 Difusion

Los agentes activos se pueden liberar en el organismo a través de la difusion, donde el agente se
encuentra depositado en una matriz polimérica, el mecanismo de difusion ocurre a través de un
gradiente de concentracion, los mecanismos de difusion se rigen mediante las leyes de difusion de
Fick (Ec. 2.1), donde D es la constante de difusion, y J la velocidad de difusion entre la matriz
polimérica y el fluido. Considerando que la difusion ocurre en una sola direccion, la expresion
matematica resulta sencilla, sin embargo, cuando ocurre un hinchamiento de la matriz y el

fendmeno de difusion se realiza en 3 dimensiones el sistema resulta mas complejo.

on
J = —Da (2.1)

Resulta como buena aproximacion considerar la primera ley de Fick en casos donde la interaccion
entre la matriz polimérica y el fluido circulante es minima, asumiendo que la constante de difusién

es independiente de la concentracion de la matriz polimérica (dn).

Si la constante de difusion depende de la concentracion del polimero y su interaccion con el fluido
que penetra, el proceso de difusion dependera de las propiedades fisicoquimicas del polimero, tales
como el peso molecular, el gradiente de sustitucion y la viscosidad. En este caso, el mecanismo de

difusion puede regirse por la segunda ley de Fick [50].

2.9.2 Disolucion

En sistemas donde la liberacion estad controlada por la penetracion del disolvente en la matriz

polimérica se puede estudiar el fendmeno de hinchamiento y 6smosis.

Hinchamiento. El proceso de hinchamiento esta relacionado con la difusion del farmaco desde y
a través de una matriz polimérica, hacia el interior de esta misma. Dicho proceso provoca una
transicion vitrea en la matriz polimérica al ser penetrada por el medio en donde se lleve a cabo la

liberacion (fluidos bioldgicos, agua, etc.).

Osmosis. Los sistemas osm6ticos estan compuestos por un nicleo de agente activo rodeado por la
matriz polimérica selectiva al agua. Mediante una diferencia de presion osmética (presion que hay

que ejercer para detener el flujo de agua a través de la membrana semipermeable), es impulsada la
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solucién del farmaco entre el lado interno y externo, a través de pequefios poros en la capa

semipermeable del polimero de la microesfera [51].

2.9.3 Erosion

En estos sistemas el compuesto activo se mantiene disperso en la matriz polimérica, el control
quimico ocurre a través de la degradacion de la matriz, la cual se va erosionando con el paso del

tiempo, permitiendo asi la liberacion del farmaco [50].

2.10 Modelos cinéticos de liberacion de sustancias activas y su criterio de aceptacion

Una de las ventajas del uso de modelos matematicos es la posibilidad de predecir el
comportamiento del agente activo, tomando en cuenta la solubilidad y las propiedades como

geometria y tamafio de la matriz polimérica.

Existen una serie de pasos que son de utilidad para poder determinar los modelos cinéticos
pertinentes para predecir las condiciones de difusion del agente activo [52].

1. Establecer por lo menos 3 formulaciones diferentes respecto del agente activo utilizando la
misma matriz polimérica.

2. Elegir los mejores modelos matematicos que determinan el perfil de liberacion.

3. Expresar de manera lineal los modelos matematicos seleccionados.

4. Determinar la mejor correlacion entre la pendiente y la ordenada al origen, mediante el uso
de la regresion lineal.

5. EIl modelo ideal seria relativamente simple con un intervalo de confianza cerca del nivel
nominal (R =~ 1). El modelo matemético que presenta el mayor intervalo de confianza es el

ideal para poder predecir el mecanismo de difusién del agente activo.

2.10.1 Orden cero

Este modelo considera una liberacién dada por la difusion, siendo independiente de la
concentracion, bajo condiciones ideales la liberacion de farmaco se conservaria constante a través

del tiempo, logrando obtener un grafico lineal dado por la ecuacion 2.2:
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Q = kot (2.2)

Donde Q es la cantidad de farmaco liberado en un tiempo t y k es la constante de liberacion de

orden cero [53].

2.10.2 Primer orden

La cinética de primer orden describe un comportamiento lineal debido a que éste considera una
velocidad de liberacion que es directamente proporcional a la concentracion de farmaco liberado,
esto es, a mayor concentracion de farmaco, la velocidad de reaccion aumenta [53, 54]. La ecuacion
2.3 muestra el modelo matematico para estos casos de estudio

kot
2.303

logQ; =logQy + (2.3)

Donde Q; es la cantidad de farmaco liberado en un tiempo t, Q, es la cantidad de farmaco inicial

en solucion y k, es la constante de liberacion de primer orden.

2.10.3 Modelo de Higuchi

Higuchi establecié en 1961 una expresion matematica (Ec. 2.4) para predecir la velocidad de
liberacion del agente activo contenido en la matriz polimérica, dicha ecuacién fue modificada y

adaptada para ser utilizada en diferentes geometrias y caracteristicas de la matriz. [52]

M,
T k2t (2.4)

o)

Donde:
M, es la cantidad absoluta del agente activo encapsulado a un tiempo t.

M, es la cantidad total de agente activo liberado al tiempo infinito, la cual debera corresponder a

la cantidad de farmaco encapsulado inicialmente (t = 0).
k es una constante que toma en cuenta las variables del disefio del sistema.
t es el tiempo transcurrido desde t = 0 hasta t = co.

Se puede considerar la relacion M, /M., en términos de porcentaje de liberacion de farmaco, Q.
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2.10.4 Modelo de Hixon-Crowell

En 1931, Hixon-Crowell mostraron un modelo matematico (Ec. 2.5) conocido como el modelo de
la raiz cubica. Describe la velocidad de liberacion del farmaco sin considerar la difusion de la
matriz polimérica. De acuerdo con este modelo, se considera que el area regular de la particula es

proporcional a la raiz cubica de su volumen [55].

= Kt (2.5)
Donde:

W, es la concentracion inicial del agente activo.

W, es la concentracion del agente activo en el tiempo t.

K ; es la constante que involucra la relacién superficie/volumen.

2.10.5 Modelo Rigter-Peppas

Ritger y Peppas propusieron en 1987 un modelo similar al de Kosmeyer y Peppas, que describe la

difusion del farmaco en términos de hinchamiento de la matriz polimérica (Ec. 2.7) [56].

Q; = kt" (2.7)
Donde:
Q, es el porcentaje de liberacién de farmaco acumulativo.
k es la constante cinética que considera las caracteristicas geométricas y estructurales de la matriz.
t es el tiempo de liberacion del agente activo
n Es el exponente de liberacion, el cual define el mecanismo por el cual se rige el fenomeno.

La Tabla 2.4 resume los valores que puede tomar el exponente n para los distintos mecanismos de

difusion, los cuales pueden ser considerados para el modelo cinético Ritger-Peppas.
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Tabla 2.4 Valor del exponente n [56].

Valor exponencial Mecanismo de difusion

El mecanismo de liberacion esta determinado
n <0.45 o
por una difusion Ficksiana.

La cinética de difusion es del tipo no
0.45<n<0.89 o
ficksiana.

El mecanismo de liberacion es no Ficksiana,
n=0.89
de orden cero.

2.11 Estado del arte

Se ha estudiado el uso de microesferas poliméricas a base de una matriz de alginato para la
liberacion controlada de farmacos. La sintesis de microesferas se puede llevar a cabo por diferentes
métodos, la seleccidn de cada método depende del tamafio de particula, propiedades fisicoquimicas

de los materiales precursores y la aplicacion establecida.

Baimark y Srisuwan [36] sintetizaron microesferas de alginato mediante el método de emulsion
agua en aceite (W/O)-difusion de solvente y evaluaron la influencia de la concentracion de Ca?* en
las caracteristicas y comportamiento de liberacién de farmacos de las microesferas de alginato. La
concentracion de solucion acuosa para los casos de microesferas sin tensoactivo (con y sin dextrano
azul) fue de 0.5% (p/v). Para la formacién de la emulsion se afiadié gota a gota la solucion de
alginato en 400 ml de acetato de etilo (fase oleosa) con una velocidad de agitacion de 600 rpm.
Para la produccién de las microesferas con carga se mantuvo una relacién constante de 10:1 de
alginato/dextrano azul. El entrecruzamiento de las microesferas se realizd en concentraciones de
2.5, 5y 10% (p/v) de CaCl,. El tamafio de microesfera obtenido para los casos de MEs con y sin
surfactante fue de ~100 um para ambos casos. En cuestiones de eficiencia de encapsulacion se
obtuvo que a menor concentracion de CaCl, la eficiencia disminuyo, resultando que para las
microesferas reticuladas con 2.5% (p/v) de CaCl; el valor de la E.E. fue de 77% mientras que para
las reticuladas a 10% las eficiencias resultaban mayores al 80%. Agregado a esto, los ensayos de
liberacion mostraron que menores concentraciones de CaCl» se obtuvieron tasas de liberacién mas

subitas respecto a las que poseian mayor grado de entrecruzamiento.
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Caizaluisa y col. [55] desarrollaron un sistema de liberacion controlada de particulas
mucoadhesivas de alginato cargadas con claritromicina y metronidazol, mediante la técnica de
emulsion-gelificacion, con la finalidad de combatir infecciones en el cuerpo humano. Mediante la
preparacion de una emulsion agua en aceite (W/O), donde la concentracion de la solucion de
alginato fue de 3.10% (p/v) con 0.2 g de claritromicina y metronidazol para cada caso, una solucion
orgénica de 6.07% (v/v) (span 80/aceite mineral), la emulsion se prepar6 con una agitacion
constante de 800 rpm con tiempo de 25 min. La concentracion y las condiciones de reticulacion
fueron de 20 ml de solucion reticulante (10% p/v CaCly) afiadidos en intervalos de 2.5 ml/min con
tiempos de maduracion de 30 min. Bajo estas condiciones se obtuvo un tamafio de particula
variable entre 162.81 um — 1043.39 um, en el caso de las particulas cargadas con claritromicina la
eficiencia maxima de encapsulacion que se obtuvo fue de 71.3% y 9.8% de carga, para el
metronidazol la eficiencia maxima obtenida fue de 86.1% Yy una carga de 9.8%. En ambos casos se

mantuvo la liberacién de farmaco hasta 720 min.

Garcés y col. [57] elaboraron microesferas de diclofenaco sélido, para una liberacion prolongada
del agente activo y aliviar los malestares causados por ciertas enfermedades como artritis,
osteoartritis, torceduras, etc., mediante el mecanismo de gelacién ionotrdpica, utilizando una matriz
de alginato. Las concentraciones para las soluciones fueron de 7% (p/v) para la solucion de alginato
(solucién A) y solucion reticulante CaCl. (solucion B). La solucion A fue afiadida a la soluciéon B
por un sistema de goteo a una velocidad de 56 gotas/ min, manteniendo una agitacion a 300 rpm y
una temperatura de 60°C, una vez terminada la solucién A, se dejaron madurar las microesferas
durante 18 min con agitacion a 700 rpm. Se obtuvieron MEs con un tamafio de particula menor a
2 mm, y un porcentaje de encapsulacion mayor al 30%.

Hariyadi y col. [58] obtuvieron microesferas de alginato con glutation para el antienvejecimiento
topico a través de la técnica gelificacion ionotropica. Las concentraciones usadas para la solucién
de alginato fueron de 1.5y 2.5% (p/v), en una solucion aparte se disolvieron 2 g de glutatién en
tampon fosfato salino o buffer fosfato salino (PBS) y una mezcla se tensoactivos (Tween 80 y Span
80). Ambas soluciones fueron afiadidas a la solucion del agente reticulante (1 M CaCl,) y se
sometio a una agitacién de 1000 rpm durante 2 h. Las microesferas de alginato/glutation fueron
liofilizadas a -80°C durante 29 h. Bajo estas condiciones las microesferas tuvieron una eficiencia
de encapsulacion de 34.74-56.63%, diametro de particula de 1.89-2.42 pm y una carga
farmacéutica de 5.72-6.23%.

29



Huang y col. [59] evaluaron la estabilidad de luteina contenida en microesferas de alginato.
Utilizando el método de emulsion-gelificacion para la microencapsulacion de luteina en matriz de
alginato. Empleando un agitador magnético se disperso luteina, estearato de magnesio y parafina
liquida en solucion de alginato de sodio a 65°C. La mezcla se emulsiond utilizando un Ultra-Turrax
a 2600 rpm durante 3 min. Posteriormente, la emulsion obtenida se agreg6 gota a gota en 100 ml
de solucion de cloruro de calcio agitando constantemente a 300 rpm durante 30 min a 25°C. Las
microesferas se retiraron del medio de encapsulacién por filtracion y se enjuagaron dos veces con
éter de petrdleo. Finalmente, el proceso de secado se llevé a 25°C durante 24 h. Las microesferas
que contenian luteina se almacenaron posteriormente en un desecador al vacio y se secaron hasta
peso constante. Los factores experimentales, analizados en esta investigacion fueron
concentraciones de solucion de cloruro de calcio (0.03, 0.04 y 0.05 g/ml), solucion de alginato de
sodio (60, 70 y 80 g/ml) y parafina liquida (2, 4 y 6% v/v). La capacidad de carga de las
microesferas obtenidas fue de 63% y un tamarfio de particula de 150 um. Analizando este tamafio
de particula es posible decir que las altas concentraciones empleadas para su sintesis influyeron en
obtener particulas de tamafios mayor a 100 pum. De los ensayos de liberacion se concluyd que la
luteina fue liberada por el mecanismo de difusion y erosién de la matriz de alginato bajo

condiciones alcalinas.

Millan-Olvera y col. [20] establecieron la sintesis de perlas de alginato cargadas con insecticidas
para el control de plagas en la industria agricola, usando como agentes activos imidacloprid y
bifentrina. Para la preparacién de las perlas, la concentracién de la solucion de alginato fue de 2%
(p/v) para ambos casos, mientras que la concentracion de la suspension de bifentrina e imidacloprid
se manejoé al 20% (p/v), respectivamente. En seguida, la solucién de alginato se mezclé con la
suspension manteniéndose en agitacién constante a 500 rpm por una hora, hasta obtener una
solucion homogénea. Posteriormente la solucién se afiadio gota a gota a la solucion reticulante
(CaClz/NaCl, 1y 0.9% p/v), empleando un encapsulador (Buchi, B-390) con boquilla de 300 pm,
600 mBar, 1000Hz y 300 V. Las perlas alginato/bifentrina y alginato/imidacloprid obtuvieron un
didmetro promedio de 1.26 mmy 1.13 mm, y un tamafio de poro de 6.24 y 7.85, respectivamente.

Uyen y col. [60] sintetizaron y caracterizaron microesferas de alginato con curcumina empleando
el método de emulsién-gelificacidn. Primeramente, se prepard una solucién de curcumina en etanol
(3.6 mg/1 ml), posteriormente la solucion de curcumina se disperso en una solucion de alginato a

distintas concentraciones (2, 3, 4, 5, 6% p/v) durante una hora hasta obtener una solucién
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homogénea curcumina-alginato. Como solucion orgénica se empled parafina liquida y Span 80
(2% v/v). La emulsion se llevo a cabo bajo una agitacion mecéanica de 300 rpm, una vez obtenida
la emulsion, se afiadié gota a gota una solucién de cloruro de calcio al 10% (p/v) manteniendo la
agitacion constante de 300 rpm por 90 minutos. Las microesferas se filtraron y lavaron con éter de
petroleo. Los resultados mostraron que el tamafio de particula aumentaba conforme aumentaba la
concentracion de la solucién de alginato, siendo que el tamafio de particula para las microesferas
obtenidas al 2% (p/v) mostraron un tamafio de 90.4 um, mientras que las obtenidas a 5% (p/v)
mostraron un tamario de 200 pum. De igual manera, reportaron que la eficiencia de encapsulacién
aumenta a medida que aumenta la concentracion de alginato de sodio, esto debido a que el aumento
de la viscosidad elimina la difusion de la curcumina fuera de la red de alginato de alta densidad

durante el proceso de gelificacion.

Huang y col. [61] prepararon microesferas mediante reticulacion en emulsion de alginato de sodio
(SA) y fibroina de seda (SF) con el objetivo de mejorar la capacidad hemostatica al aumentar la
adhesion celular. La solucion de fibroina y la solucion de alginato se prepararon por separado,
ambas a una concentracion de 2% (p/v), la solucion organica estuvo compuesta por parafina liquida
(96 ml), Span 80 (3 ml) y Tween 80 (1 ml). Una vez obtenidas las soluciones, la solucién de
fibroina/alginato se afiadid a la fase organica a una velocidad de agitacion de 400 rpm durante 45
minutos a 45°C. Posteriormente, a la emulsion obtenida se afiadié gota a gota la solucion de cloruro
de calcio al 5% (v/v) y glutaraldehido al 25% (v/v) manteniendo la agitacion constante a 400 rpm
por un tiempo de 3 horas. La recuperacion de las microesferas se llevd a cabo por precipitacion,
dicho precipitado fue lavado y centrifugado con éter de petréleo e isopropanol a 4000 rpm. Los
resultados mostraron microesferas de superficie rugosa la cual aumenta con una relacion de
alginato:fibroina de 2:1, ademas se demostré que las microesferas no poseen propiedades

citotoxicas, promoviendo la adhesion celular.

Sivan y col. [62] encapsularon células madre mesenquimales, utilizando emulsificacion de un solo
paso por gelificacion interna. Se mezclo un medio de crecimiento completo que contenia celulas
concentradas con solucidn de alginato (9.9 ml, 2 % p/v) en tampon HEPES y CaCO3 (550 pL, 24
mM en tampdon HEPES). Luego, la mezcla de alginato se agregé a aceite mineral (10 ml) para crear
una emulsion y se agit6é usando una de tres velocidades (800, 900 o 1000 rpm) durante 12 min. La
gelificacion interna se logro mediante un paso de acidificacion de acido acético (0.4 % v/v). Se

observo que, elevando la velocidad de agitacion para la formacién de la emulsion, el tamafio de

31



particula disminuia, ya que a una velocidad de 800 rpm se tienen particulas de 222 + 63.6 um
mientras que a 1000 rpm el didmetro de particula fue de 127 + 30.7 pm. Un comportamiento similar
ocurre con respecto al rendimiento y eficiencia de encapsulacion puesto que, los porcentajes
obtenidos para microesferas sintetizadas a 1000 rpm (R=60% y E.E.=63%) fueron menores que los
obtenidas a 800 rpm (R=88% y E.E.=70%).

Man y col. [63] prepararon microesferas de alginato de calcio mediante el método de microfluidos
como portadores de un inhibidor de la histona desacetilisa para tratar lesiones renales agudas
mediante inyeccion intravenosa. Las microesferas se fabricaron mediante una plantilla de emulsion
microfluidica W/O y su tamafio se ajustd por la concentracion de alginato, el caudal de la fase
continua y la fase de dispersion. Estos investigadores ajustaron la concentracion de alginato a 1,
0.1, 0.04 y 0.02 % en peso y el caudal de 5 pL/h en la fase dispersa y 15 pL/h en la fase continua.
Para la reticulacion de las microesferas se realizaron ensayos a tres concentraciones de CaClz (2, 5
y 10% en peso). De los resultados se observo que aumentando la concentracion de la solucion de
alginato se obtuvo un aumento en el tamafio de particula ya que, para la concentracion de 1% (p/v)
el tamafio de particula fue de 7.3 um mientras que para las microesferas sintetizadas con una
concentracion de 0.02% el tamafio de particula fue de 3.3 um y que un mayor grado de
entrecruzamiento del alginato de sodio con los iones de calcio conduciria a un tiempo de liberacion

del farmaco mas largo.

Considerando los factores que afectan el tamafio, rendimiento y eficiencia de encapsulacion de la
sintesis de microesferas de alginato por diversos métodos, las condiciones seleccionadas para este
caso de estudio seran la concentracion de alginato, concentracion de agente reticulante, y tiempo
de reticulacién. El tensoactivo a utilizar serd Span 80 ya que su valor de HLB (4.3) brinda
estabilidad a la emulsion, para valorar los rendimientos y eficiencias de encapsulacion, se tomaran
valores de 2.5y 5% (p/v) de CaCl.. La velocidad de agitacion para la formacion de la emulsion
permanecera fija, por lo que la variacion en tamafos estara en funcién de la concentracion de la
solucion acuosa. Los solventes empleados para la eliminacion de residuos de solucion organica
seran éter de petroleo y alcohol etilico, ya que se muestra como los solventes mas empleados para

el lavado de microesferas.
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CAPITULO 3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental de este proyecto se dividio en cuatro etapas. Se obtuvieron MEs de

polimero sin carga farmacéutica y se caracterizaron para seleccionar las mas apropiadas.

Posteriormente, se afiadio el agente activo a las MEs seleccionadas. Una vez obtenidas las MEs

con farmaco, se caracterizaron y a continuacion se llevo a cabo la evaluacion de la cinética de

liberacion. Esta experimentacion se llevo a cabo siguiendo la metodologia descriptiva en la Figura

3. 1.
Primera etapa.
Sintesis de Formacion de la Reticulacion con Evaporacién de
microesferas sin | | emulsién (W/O) [ =|  cCaCl,(Lh) [ =] solvente (T=80°C)
carga
I
\Z
relgg;[gggic)(')’n Segunda etapa. Porcentaje de
Lavado de MEs S secadoV S Caracterizacion S rendimiento
con alcohol etilico y de microesferas Porcentaje de
almacenamiento X e J
de MEs sin carga perdida de humedad
|
\
o DRX Tercera etapa. Solucién farmaco/
Distribucion y Sintesis de polimero/agua
tamafio de > TGA/DSC —>| microesferas con —> Formacion de la
particula : carga -
FT-IR farmacéutica emulsion (W/O)
I
\Z
Filtrad_o,
Reticulacién con S Evaporacion de S Lavado de MEs | reé:é)gggglgn,
CaCl, (1 h) solvente (T=80°C) con alcohol etilico almacenamiento
de MEs
|
\Z

Cuarta etapa.

Porcentaje de

Caracterizacion de rendimiento N Dg&:ggggg y
microesferas con Porcentaje de pérdida particula
carga farmacéutica. de humedad
|
\
DRX q
Cinetica de
TGA/DSC — liberacion
FT-IR

Figura 3. 1 Diagrama de flujo por etapas. Metodologia experimental.
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3.1 Disefio de experimentos

Para la sintesis de microesferas de alginato libres de farmaco, las pruebas se realizaron siguiendo

un disefio factorial 2% donde k = 3. En este disefio las variables independientes encontradas son:

la concentracién de alginato (X1), concentracion de CaCl, (X2) y tiempo de reticulacion (Xa). El

rendimiento (Y1) y el tamafio de particula (Y2) se establecieron como variables dependientes. Las

variables independientes y los niveles que utilizados se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Variables independientes y sus niveles.

Variable independiente nivel bajo | nivel alto
Concentracion de alginato (% p/v) 2 5
Concentracion de CaClz (% p/v) 2.5 5
Tiempo de reticulacion (min) 15 60

Una vez considerados los niveles y las variables del disefio, la Tabla 3.2 muestra las formulaciones

desarrolladas con sus respectivas variables de procesamiento.

Tabla 3.2 Formulaciones de microesferas de alginato sin acetaminofen.

Concentracion Concentracion Tiempo de
Formulaciones de alginato de CaClz reticulacion
(% p/v) (% p/v) (min)

SA2CA2.5 2 2.5 15
SA5CA2.5 5 2.5 15
SA2CA5 2 5 15
SA5CA5 5 5 15
SA2CA25 1 2 2.5 60
SA5CA2.5 1 5 2.5 60
SA2CA5_1 2 5 60
SA5CA5_1 5 5 60
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3.2 Materiales

Para la sintesis de microesferas se utilizaron los siguientes materiales: alginato de sodio (&cido
gulurdnico >38%, Cedron S.A de C.V.), acetaminofén (BioXtra >99,0%, Sigma-Aldrich), cloruro
de calcio (anhidro >96,0%, Baker ASC), agua destilada, aceite mineral comercial y Span 80 (pureza
>60%, Sigma Aldrich).

3.3 Técnicas experimentales
3.3.1 Obtencidn de las microesferas de alginato

Empleando la técnica emulsion/evaporacion de solvente (Figura 3.2), con una emulsién agua en

aceite (W/0), se realizo la sintesis de microesferas poliméricas con matriz de alginato.

Polimero+solvente+principio Fase interna
activo acuosa
Aceite mineral + agente Fase externa
emulsificante organica

Agitacién controlada

Emulsiénw/o

Extraccién/evaporacion del
solvente
Suspension de microesferas

Lavado, filtracidon o centrifugacion
Microesferas

Figura 3.2 Diagrama de proceso del método emulsién/evaporacion de solvente para la obtencion

de microesferas de alginato.

Con el uso de una parrilla de agitacion magnética IKA C-Mag HS 7 Control Magnetic Stirrers se
elabor6 la solucion acuosa (alginato/agua destilada) a una temperatura de 60°C y tiempos de
agitacion de 40 min. Para la solucion organica se emple6 una concentracion constante de 2% (v/v)
de Span 80 en aceite mineral, a temperatura ambiente y agitacion constante hasta obtener una

solucion homogénea. La solucion acuosa se incorporé a la solucién organica, sometiéndose a una
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agitacion constante con velocidad de 3000 rpm y tiempo de 15 minutos, empleando un
emulsificador IKA Ultra-Turrax® T18 digital. Nuevamente en una parrilla de agitacion magnética
IKA C-Mag HS 7 Control Magnetic Stirrers, a la emulsion obtenida, se afiadié gota a gota la
solucidn reticulante (CaClz/agua destilada), a tiempos de reticulacion variables (15 y 60 min). Una
vez terminada la reticulacion, se aumentd la temperatura de la parrilla a 90°C permaneciendo

constante hasta evaporar completamente el solvente.

Las microesferas fabricadas fueron lavadas y centrifugadas empleando alcohol etilico caliente
(T=80°C) a 7 intervalos de 5 minutos cada uno, posteriormente empleando un sistema de filtrado
a vacio, se recolectaron las microesferas las cuales fueron sometidas a un secado utilizando un

horno Carbolite HTF 1700 furnace a 70° C con tiempos de permanencia de 1 hora.

Para la optimizacion del método se evaluaron las variables mencionadas en el apartado 3.1 Disefio
de experimentos, siendo la concentracion de alginato, concentracion de agente reticulante y tiempo
de reticulacion las variables que determinaron las condiciones de operacion para la obtencion de

microesferas de alginato sin carga farmacéutica de mayor rendimiento.

3.3.2 Adicion de farmaco a las microesferas de alginato

Una vez que fueron seleccionadas las mejores condiciones de sintesis de microesferas sin carga,
bajo el mismo proceso de sintesis se procedio6 a realizar la obtencidn de las microesferas con el
agente activo. En primera instancia se seleccionaron 0.1 g y 0.5 g de acetaminofén, sin embargo,
mediante un analisis de microscopia electrénica de barrido se observo la presencia de cristales
debidas al farmaco en microesferas que contenian 0.5 g de acetaminofén, por lo que fueron
consideradas cantidades de farmaco menores a 0.5 g, las cuales fueron 0.1, 0.142 y 0.2 g de
acetaminofén manteniendo una relacién 5:1, 3.5:1 y 2.5:1 (polimero:farmaco) y evitando asi la

presencia de cristales.

La metodologia para la adicién del farmaco modelo, siguié el mismo procedimiento como se ha
descrito anteriormente para la obtencion de microesferas sin carga. Para fines de este proyecto se
empled acetaminofén, al ser un compuesto hidrofilico, éste fue disuelto en agua donde
posteriormente se afiadié el biopolimero. Las condiciones de trabajo quedaron establecidas por el

lote de mayor rendimiento obtenido en la produccién de microesferas sin carga, en este caso la
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cantidad de farmaco empleado se establecid determinando el factor de mayor eficiencia de

encapsulacion.

3.4 Caracterizacion fisica y microestructural
3.4.1 Determinacion del tamafio y distribucion de tamafio de particula

Para la determinacion del tamafio y distribucion de tamarfio de particula de las microesferas sin y
con carga de farmaco se utiliz6 un analizador de tamafio de particula Coulter LS 100 Q Small
Volume Module Plus. Para realizar los ensayos, las microesferas fueron suspendidas en agua para

crear la dispersion de las particulas.

3.4.2 Estudio morfolégico

El anélisis de morfologia se llevo a cabo empleando un microscopio electronico de barrido (MEB)
de emisién de campo Jeol FE-SEM JSM-7600 F a un voltaje de aceleracion de 15 kV. La muestra
previamente fue colocada sobre cinta de carbono (eliminando excesos de muestra) y aplicando un

metalizado de cobre durante 20 minutos.

3.4.3 Difraccion de rayos X (DRX)

Se analizaron muestras de farmaco, polimero y microesferas sin y con farmaco, para determinar su
naturaleza cristalina e identificar las fases presentes. Para este estudio se utilizé un difractometro
de rayos X Bruker D8 Advance con radiacion CuKa en un rango de 26 de 10 a 70° con un paso de

0.02° y un tiempo de 0.6 s por paso.

3.4.4 Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

El analisis por espectrometria infrarroja se llevo a cabo para corroborar la presencia de grupos
funcionales del polimero y farmaco en las microesferas sin y con carga. Empleando un

espectrofotometro Bruker Tensor 27 en un intervalo de frecuencia de 4000-400 cm™.
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3.4.3 Analisis térmico simultaneo (TGA/DSC)

Mediante el estudio de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se determinaron las temperaturas
de transicion vitrea y fusion del polimero, y la temperatura de fusion del farmaco. El anélisis
termogravimétrico (TGA), mostré los porcentajes de pérdida de peso y temperaturas de
descomposicion para el farmaco, polimero, y microesferas sin y con carga. Los diagramas
termoanaliticos se obtuvieron mediante un modulo de analisis térmico simultdneo TA Instruments
SDT Q600, empleando un crisol de alimina y atmosfera de Ar desde temperatura ambiente hasta

800°C, a una velocidad de calentamiento de 20°C/min.

3.5 Caracterizacion de las microesferas de alginato
3.5.1 Porcentaje de rendimiento

El porcentaje de rendimiento estd determinado por la relacion de la masa final de microesferas

obtenidas en cada ensayo entre la masa inicial del polimero empleado, multiplicado por cien.

M
% Rendimiento = ﬁf x 100 (3.1)

l

Donde M, es la masa final de microesferas obtenidas y M; es la masa inicial de polimero.

3.5.2 Porcentaje de pérdida de humedad

Las microesferas obtenidas fueron secadas utilizando una mufla Thermolyne Thermo Scientific a
70°C con un tiempo de permanencia de una hora. Las microesferas fueron pesadas antes y después
del proceso de secado. El porcentaje de pérdida de humedad esta dado por la relacion de la masa

inicial de las esferas antes del secado entre la masa final constante después del proceso de secado.

M
% Pérdida de humedad = ‘Tf x 100 (3.2)
i

Donde M; es la masa inicial de la muestra'y My la masa final.
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3.5.3 Eficiencia de encapsulacion de farmaco

Se prepard una solucion de 2 mg de microesferas con farmaco en 10 ml de tampo6n fosfato salino
o buffer fosfato salino (PBS). Posteriormente se realiz6 una dispersion de la solucién usando una
incubadora Shaking Incubator NB-T205 con agitacion a 100 rpm y temperatura de 37°C. Una vez
terminada la dispersion, las muestras preparadas fueron sometidas a un proceso de centrifugacion
Thermo Scientific Sorval ST 16 Centrifuge. El sobrenadante de cada muestra fue examinado en un
espectrofotometro Perkin EImer Lambda 25 UV/VIS Instrument L6020060 donde cada ensayo fue

realizado por triplicado.

El porcentaje de encapsulacion esta determinado por la relacion de la masa total encapsulada entre

la masa del farmaco inicialmente agregada.

Mtotal

%E.E.=

x 100 (3.3)

tedrica

3.6 Cinética de liberacion de farmaco

Para el estudio de cinética de liberacion de acetaminofén de las microesferas de alginato, se
suspendieron 140 mg de cada formulacion de MEs en 100 mL de tampédn fosfato salino o buffer
fosfato salino (PBS), a condiciones de T =37°C y pH=7.4. Las soluciones fueron sometidas a una
agitacion constante de 100 rpm y T =37°C mediante el uso de una incubadora con agitacién
Shaking Incubator NB-T205. Tomando alicuotas de cada muestra a tiempos de 15y 30 min, 1,1.5,
3,9, 24 y 48 h, asi como también a tiempos de 3, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 16 y 20 dias. Previo a la toma
de alicuotas las soluciones fueron centrifugadas Thermo Scientific Sorval ST 16 Centrifuge durante
3 min a 5000 rpm, esto con el fin de evitar sélidos suspendidos en la alicuota. Posteriormente, se
determind la concentracion de acetaminofén liberado, determinando su absorbancia mediante el
uso de un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS Instrument L6020060 y longitud de

onda de 293.20 nm (onda caracteristica del acetaminofén).

Los modelos cinéticos empleados para describir el comportamiento de la cinética de liberacion son
los descritos en el apartado 2.10 Modelos cinéticos de liberacion de sustancias activas y su criterio

de aceptacion.
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CAPITULO 4 ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En este capitulo se detallan resultados como tamafio y distribucion de tamafio de particula de las
microesferas sin y con carga, se describe también los resultados de las caracterizaciones
morfologicas, estructurales, propiedades térmicas y grupos funcionales de los materiales
precursores y producto de sintesis mediante las técnicas de microscopia electronica de barrido
(MEB), difraccion de rayos X (DRX), espectrometria infrarroja (FT-IR) y andlisis térmico
simultaneo (TGA/DSC). Se describe también los resultados en base al método de sintesis como
porcentaje de rendimiento, porcentaje de pérdida de humedad, porcentaje de eficiencia de

encapsulacion y finalmente se analiza la cinética de liberacion del farmaco.

4.1 Caracterizacion de las microesferas sin y con carga de farmaco

Se realizé la sintesis de las microesferas sin carga empleando las formulaciones establecidas en la
Tabla 3.2. Posterior a la sintesis se llevo a cabo un analisis de microscopia electronica de barrido,
en el cual se comprobd la existencia de microesferas y al mismo tiempo se observé la presencia de
cristales debidos al agente reticulante (CaClz) (Figura 4. 1), este fenOmeno se detectd en las
formulaciones donde la concentracion de solucidn reticulante era del 5%. La presencia de cristales
de CaClresultd indeseable provocando una alteracion en los resultados de rendimiento, por lo que
las formulaciones con esta concentracion fueron descartadas. Reduciendo asi el nimero de
formulaciones de microesferas sin carga a un total de 4 (SA2CA2.5, SASCA2.5, SA2CA2.5 1

y SASCA2.5 1).

Fé
SEI MAG: 5000 x HV: 15.0 kV WD: 23.0 mm

F6é
SEI MAG: 5000 x HV: 15.0 kV WD: 23.0 mm

Figura 4. 1 Micrografia de MEs sin farmaco mostrando la presencia de cristales de CaClo.
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Después de que se obtuvieron las microesferas sin y con carga se procedid a realizar los ensayos
de caracterizacion fisica y quimica (distribucion y tamafio de particula, morfologia, calorimetria
diferencial de barrido y difraccién de rayos X), asi como la caracterizacion del producto de
procesamiento (porcentaje de rendimiento, porcentaje de perdida de humedad y eficiencia de
encapsulacion), y finalmente la cinética de liberacion, cuyos resultados se presentan a

continuacion.

4.1.1 Determinacion del tamafio y distribucion de particula

Una vez establecidas las mejores condiciones de sintesis (formulaciones SA2CA25 1 y
SASCA2.5 1) se determind el tamafio de particula. La figura ilustra un histograma de la
distribucion de tamafio de particula de las MEs sin carga para las microesferas al 2% y 5% de
concentracion de alginato. En el caso de las microesferas al 2% (Figura 4.2a), el analisis estadistico
resulté en una curva bimodal por lo que es debido tomar las curvas e interpretarlas por separado,
donde la primera seccion presenta un tamafio de particula promedio igual a 0.57 um y una
desviacion estandar de 0.14, por otro lado la segunda seccion de esta misma grafica presenta un
tamafo promedio de particula de 1.82 um y una desviacion estandar de 0.27; por su parte las
microesferas al 5% de concentracion (Figura 4.2b) el promedio de tamafio de particula registrado
fue de 6.373 um con una desviacion estandar de 1.875. Esto comprueba lo descrito por Uyen [28]
de que una de las variables de procesamiento que influye en el tamafio de particula es la
concentracion de polimero, por lo tanto, a mayor concentracion de solucion polimérica se obtendra

mayor tamafio de particula.

Dada la aplicacion, Edwars [21] menciona que la forma mas simple de prolongar los tiempos de
residencia del farmaco en las articulaciones es sintetizando microesferas con tamafios mayores a
250 nm (6ptimamente entre 1 y 4 um), entonces el tamafio 6ptimo resultaria en las microesferas

sintetizadas a una concentracion de 2% p/v de alginato (SA2CA2.5 1).
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Figura 4.2 Histograma de tamafio de particula de microesferas de alginato (a) 2% m/v, y (b) 5%
p/v de alginato a tiempos de reticulacién de 1 hora.

Considerando que la solucion mas factible para la sintesis de microesferas fue el lote de 2% p/v de
solucion de alginato, la Figura 4.3a presenta un histograma del analisis de tamafio de particula para
las microesferas de alginato con 0.1 g de acetaminofén, la mayoria de las microesferas tienen
tamarios entre 5 y 7 um donde la mayor cantidad de microesferas se concentra en un tamafio de
particula de 6.1 um. Respecto a las microesferas con 0.142 g (Figura 4.3b) es evidente que éstas
poseen tamarfios de microesferas similares a las que son libres de farmaco, en este caso la mayor
concentracion de microesferas medidas se encuentra en un tamafio de particula de 1.22 pm.
Finalmente, para las microesferas cargadas con 0.2 g (Figura 4.2c) se tiene una mayor frecuencia
de tamafios de particula entre diametros de 0.54 y 2 um. Es notorio que en los casos de las
microesferas sin carga (Fig. 4.2a) y las microesferas con 0.142 g y 0.2 g de acetaminofén (Fig. 4.3b
y 4.3c), el comportamiento estadistico es similar ya que en estos casos las curvas son bimodales y
de tipo gaussianas, indicando que durante el procesamiento es muy probable obtener microesferas
con tamafios de ~0.5 pm y ~2.5 pm.
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Figura 4.3 Histograma de tamafio de particula de microesferas de alginato con (a) 0.1 g, (b)

0.142 g y (c) 0.2 g de acetaminofén. Sintetizadas bajo las condiciones de la formulacion

SA2CA2.5 1.

La Tabla 4. 1 incluye el tamafio de particula representativo para cada cuartil (Q25, Q50 y Q75) en

cada caso de estudio, asi como también su respectivo promedio.

Tabla 4. 1 Tamaiio de microesferas sin y con carga clasificada en cuartiles.

Tamaifio de particula (um)

Cuartiles
Sin carga 0.1g 0.142 g 02¢g
Q25 <0.545 <2.423 <0.598 <0.598
Q50 <0.791 <3.863 <1.384 <1.047
Q75 <1.832 <5.610 <2.011 <1.832
Promedio 0.9866 +0.03 3.66+0.349 1.2236+0.40 1.027+0.05
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La Figura 4.4 muestra un gréfico de frecuencia acumulada para las microesferas sin y con carga,
observando que, para los casos de microesferas sin carga, y con 0.142 y 0.2 g de farmaco el 25%
de las microesferas tienen tamafios menores a 0.6 um. Respecto al 50% de la cantidad de
microesferas se muestra que éstas mismas (sin cargay con 0.142 y 0.2 g de farmaco) tienen tamafios
de entre 0.8-1.4 um. Sin embargo, las microesferas con 0.1 g de fA&rmaco muestran un mayor

tamarfio de particula entre 3 y 5 um donde se registra la mayor cantidad de microesferas.
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Figura 4.4 Gréfico de frecuencia acumulada de tamafio de particula (a) microesferas sin carga,
microesferas con 0.142 y microesferas con 0.2 g de acetaminofén y (b) microesferas con 0.1 g de

acetaminofén.

Con base en la revision bibliogréfica realizada, el tamafio de particula se ve afectado por la
variacion de cantidad de farmaco, es decir, a menores cantidades de farmaco se tiene una menor
variacion en el tamafio de particula, esto es posible de analizar respecto a los graficos de la figura
4.3 ya que para las microesferas sintetizadas a 0.142 y 0.2 g de acetaminofén obtenemos curvas
bimodales teniendo asi dos tamafios de particula promedio respecto a cada seccién mostrada,
mientras que las microesferas al 0.1 g de acetaminofén la curva obtenida es del tipo “gaussiana” y

presenta solo un promedio de tamaiio de particula.
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4.1.2 Estudio morfoldgico

Previamente al proceso de sintesis de microesferas, se realizaron estudios morfoldgicos y

elementales de los precursores, tales como el polimero y farmaco.

La Figura 4.5 muestra la micrografia obtenida de alginato de sodio, observando que se encuentra
constituido por particulas tipo hojuelas con tendencia a ser alargadas sobre el eje x con tamafios
que oscilan entre los 190 y 240 um y espesor variable. El anélisis elemental general muestra que
la composicion de dicho polimero esta basada en C, O, Na y Cl con porcentajes de 19.43, 64.32
16.03 y 0.20 % en peso, respectivamente. Se muestran residuos de cloro los cuales se deben al
proceso de obtencién del polimero, dado que en la fase de precipitacién de éste se utiliza una
solucion de CaCl» [64].

- Cloro

B Carbono
Sodio

™ - Oxigeno

= |

Alginato
SEI MAG: 100 x_HV: 15.0 KV WD: 23.0 mm

Figura 4.5 Micrografia de alginato de sodio 100X y EDS general.

Para el caso del acetaminofén, la Figura 4.6 muestra que el farmaco esta compuesto por cristales,
con variacion de tamafos que oscilan desde los 30 um hasta 230 um de seccion longitudinal, estos
cristales poseen espesor variable entre 13 y 23 um. Algunos cristales tienen una relacion entre
seccion transversal y seccién longitudinal cercana a uno, lo que podria considerarse como cristales
con tendencia esférica, sin embargo, estos cristales no poseen un patron de forma definido. El
analisis EDS indica que el farmaco esta compuesto por C, Ny O con 27.21, 20.43 y 52.35% en

peso, respectivamente.
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Figura 4.6 Micrografia de acetaminofén 250X y EDS general.

Una vez sintetizadas las microesferas de polimero libre de farmaco, con sus respectivas variables
de procesamiento, fueron analizadas para seleccionar las de mejor tamafio y morfologia. La Figura
4.7 muestra microesferas con una concentracion de 2% (p/v) y tiempos de reticulacién de 15 min
(SA2CA2.5, Fig. 4.6a) y 60 min (SA2CA2.5 1, Fig. 4.6b), observando que las MEs obtenidas a
tiempos de reticulacién de 15 minutos muestran mayor rugosidad careciendo de homogeneidad,

mientras que las microesferas reticuladas a 60 min presentan superficie porosa y mejor esfericidad.

F1SC
SEl MAG: 5000 x HV: 15.0 kV WD: 26.0 mm SEI MAG: 5000 x HV: 15.0 kV WD: 24.0 mm

Figura 4.7 Micrografias de microesferas de alginato (2% p/v) libre de farmaco con tiempos de
reticulacion de (a) 15 minutos y (b) 60 min, a 5000X.
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Para el caso de las microesferas sintetizadas a una concentracion de 5% (p/v) de alginato y tiempos
de reticulacion variables (15 y 60 min), la Figura 4.8 demuestra que dichas esferas presentan mayor
tamano, superficie parcialmente rugosa y debido al aumento en la viscosidad del polimero, dada
por el incremento en la concentracién, se tiene mayor nimero de agregados entre esferas,
careciendo de uniformidad. Resultados similares se reportan en la literatura para microesferas de
alginato con superficie rugosa y formacién de pequefios poros. Se menciona, ademas, que la
superficie irregular o los agregados en las microesferas es debida a la reticulacion con los iones de
calcio [59, 61].

N\
)

-

x‘«\'*
\
Fi0 sC

SEI MAG: 260 x HV: 15.0 &V WD: 250 mm

F2sC
SEI MAG: 250 x HV: 150 kV WD: 23.0 mm

Figura 4.8 Micrografia de microesferas de alginato (5% p/v) sin carga farmacéutica con tiempos
de reticulacion de (a) 15 miny (b) 60 min, a 250X.

De las microesferas obtenidas y analizadas, se observa que las que presentan mayores tiempos de
reticulacion, producen mayor cantidad de esferas y wuna relacion de diametros
(longitudinal/transversal) de 1.04, por lo cual, para este proyecto se seleccionaron las MEs
sintetizadas bajo las condiciones de la formulacion SA2CA2.5 1, puesto que presentan un tamafio
Optimo de entre 0.5y 1.8 um, mayor cantidad de esferas y menor nimero de agregados entre estas

mismas.

Dadas las condiciones de sintesis de las microesferas con acetaminofén, se observé que, al igual
que las MEs sin carga, las que presentaban mejores caracteristicas en cuestion de tamafio y
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morfologia era la formulacion SA2CA2.5_1. La Figura 4.9 muestra las micrografias por MEB de
las microesferas cargadas con 0.1, 0.14 y 0.2 g de acetaminofén, observando que poseen superficie
rugosa y porosa. Para el caso de las microesferas con 0.142 g de acetaminofén (Figura 4.9b) se
muestra mayor aglomeracion entre particulas, la razon de esto puede ser la poca dispersion que se

generd en la formacion de la emulsion.

Figura 4.9 Micrografias por MEB de MEs cargadas con (a) 0.1 g, (b) 0.142 gy (c) 0.2g de

acetaminofén a 5000X.

Distintos autores como Millan-Olvera y col. [20] y Hariyadi y col. [58] concluyeron que las
microesferas de polimero disminuyen su relacion de didmetro al estar cargadas con agentes activos,
ademas de poseer mayor cantidad de poros, ocasionado por la interaccion entre el polimero y el
farmaco. Como se puede observar en la Figura 4.10, las microesferas con carga son rugosas y
parcialmente porosas, dichos poros tienen tamafios entre 15 y 40 nm. Para la determinacion del
tamafo de poro se realiz6 una magnificacion de 40000X en la microesfera cargada, donde las

flechas en rojo indican los poros medidos.
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Figura 4.10 Microesfera con carga, mostrando poros nanometricos y superficie rugosa.

Debido a que las microesferas con carga no presentan cambios en su estructura al estar en contacto
con el farmaco, una manera de poder identificar la presencia de éste en las microesferas es
provocando una degradacion de la matriz polimérica, tal como se muestra en la Figura 4.11a, y
realizando un mapeo elemental (Figura 4.11b) se determinG que el elemento presente en la

superficie expuesta es nitrdgeno, elemento caracteristico del acetaminofén.
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Figura 4.11 Micrografia MEs con farmaco:(a) esfera con matriz polimérica degradada; (b)

mapeo elemental de microesfera, comprobando la existencia del farmaco.

4.1.3 Difraccién de rayos X (DRX)

Continuando con el analisis de los materiales precursores, la Figura 4.12 muestra el difractograma
del farmaco empleado, el cual presenta una estructura tipo monoclinica. El difractograma fue
indexado tomando como referencia la tarjeta de patrén COD 2300230, correspondiente del
software del equipo D8 AVANCE.
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Figura 4.12 Difractograma de acetaminofén (>99%).
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La Tabla 4. 2 registra los planos (hkl), distancia interplanares (d,A) y angulo de difraccion (26)
de la muestra de acetaminofén analizada. La muestra de acetaminofén posee una estructura del tipo
monoclinica, caracterizada por tener parametros de red distintos entre si (a#b#c) y dos de sus
angulos axiales son iguales entre ellos y distinto del tercer angulo (a=y=90°, >90°), donde sus
parametros de red poseen longitudes de a= 12.89 A, b=9.42 Ay c=14.22 A

Tabla 4. 2 Distancias interplanares, planos y angulo de difraccion de acetaminofén.

Acetaminofén analizado
(pureza>99%)

hkl d(A) 20

110 7.36 12.015
-201 6.42 13.782
200 5.78 15.317
012 5.30 16.714
-212 4.90 18.089
020 4.70 18.866
120 4.38 20.258
-303 3.81 23.329
220 3.68 24.165
122 3.37 26.426
221 3.29 27.081
-314 3.08 28.967
-232 2.75 32.533
-501 2.48 36.191
-424 2.44 36.806

Respecto a los analisis de alginato, microesferas sin carga y microesferas con 0.142 g de

acetaminofén, la Figura 4.13 muestra que, en los tres casos, la muestra es semicristalina.
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Analizando individualmente los espectros, para el biopolimero se logran identificar dos picos o
reflexiones ubicados aproximadamente a 13.40° y 21.49° atribuidos a los bloques de &cido
gulurénico y acido manurénico, respectivamente. El pico caracteristico del acido gulurénico
presenta mayor intensidad que el pico del &cido manurdnico, en base a esto es posible decir que el
biopolimero empleado en este proyecto presenta mayor concentracion de &cido guluronico respecto
del manurdnico. En el caso de las microesferas sin carga, se observa solo un pico de difraccion
ubicado a 13.23° con menor intensidad a la obtenida en el polimero, mientras que el pico ubicado
a21.49° en el biopolimero no se presenta en las microesferas sin carga. Por tltimo, el difractograma
obtenido para las microesferas con carga muestra nuevamente los picos de difraccion de los bloques
de é&cido gulurénico y manurénico a 14.16° y 21.25°, respectivamente. Realizando una
comparacion entre los difractogramas de microesferas sin carga y con carga, es posible decir que
la adicion de farmaco favorece el entrecruzamiento entre el alginato de sodio y los iones de calcio
(Ca?"). Rezende Dias y col. [65] en su estudio de microesferas de alginato con biovidrio, reportaron
que para microesferas de polimero sin biovidrio se tienen picos de difraccion a 15 y 22°
correspondientes a los bloques de &cido gulurdnico y &cido manurénico, respectivamente. Ademas,
es posible atribuir la reduccion en la intensidad de las reflexiones a 13 y 20° debido a la reticulacién
dada entre el polimero y los iones de calcio. De lo anterior, se concluye que los resultados obtenidos

en este andlisis son consistentes con lo publicado en la literatura.

52



5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

—MESOA142|III"""II".C')‘_

Lo 1 |
MEs sincarga

| I (S SN N (TN (TN MU U SR RN U

5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
20 (grados)

P -
10 1

K

Figura 4.13 Difractograma de (a) alginato, (b) microesferas de alginato sin cargay (c)

microesferas de alginato con acetaminofén.

4.1.4 Espectrometria infrarrojo (FTIR)

Previo al anélisis de los espectros obtenidos, se establecieron los grupos funcionales principales de
cada muestra (alginato, acetaminofén, microesferas sin y con carga). Para el caso del acetaminofén,
La literatura establece que los grupos funcionales de mayor interés son hidroxilo (O-H), amino (N-
H), C-H (aromético), C-H (metil), (C=0), C=C (aromaético) y C-C [46,66,67]. La Figura 4.14
muestra el espectro infrarrojo de dicho farmaco, mostrando que a una longitud de onda de 3322
cm! corresponde al grupo amino (-NH), posteriormente a 3107 cm™ se encuentra el enlace C-H
correspondiente al grupo aromatico del farmaco, a una longitud de onda de 1652 cm™ se ubica el
grupo C=0 (amida I), respecto a los dobles enlaces del anillo, a 1609 cm™ se registra el estiramiento

de los enlaces C=C. Continuando con el analisis en un rango de 1560-1500 cm™ nuevamente se
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reconocen modos vibracionales de flexion del grupo amino (-NH), a 1171 y 1323 cm? se
encuentran los grupos O-H. Finalmente en un rango de 900-650 cm™ se registran modos de
vibracion del grupo funcional -CH con flexiones fuera del plano [68]. La Tabla 4.3 registra los

grupos funcionales, longitud de onda y vibracion molecular del espectro infrarrojo del

acetaminofén.

Acetaminofén
100
80 - f
- |
-NH
S cH ﬁ
X
O
I. 1
60 - C= e
C= q |~
X
C-C
.NH - -CH
40 T T 7 T T T T I . I ! I v
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Longitud de onda (cm™)

Figura 4.14 Espectro infrarrojo de acetaminofén.
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Tabla 4.3 Grupos funcionales pertenecientes al acetaminofén detectados mediante espectrometria

infrarrojo.
Grupo funcional Vibracion molecular Longitud de onda (cm™)
Estiramiento 3322
NH Flexion 1560
Flexion 1500
Flexion 1223
Estiramiento 3107
Flexion en plano 1110
Flexion fuera de plano 838
oA Flexion fuera de plano 807
Flexion fuera de plano 713
Flexion fuera de plano 679
C=0 Estiramiento 1652
C=C Estiramiento 1609
C-C 1433
o-H Flexion fuera de plano 1171 (Fenol)
Flexion en plano 1323
C-H Estiramiento simétrico 1366

La Figura 4.15, representa el espectro infrarrojo del alginato y microesferas de alginato sin carga.
La literatura establece que los principales grupos funcionales del biopolimero son hidroxilo (O-H),
carboxilato (-COO-), C-Hy C-O-C [59-61]. EI grupo funcional hidroxilo (O-H) se encuentra a una
longitud de onda de 3247 cm™, posteriormente a 2920 cm™ se registran modos vibracionales de
estiramiento debidos al enlace C-H, respecto al grupo funcional carboxilato (-COO-) en un rango
de 1600 y 1410 cm™ se registran estiramientos asimétricos y simétricos, respectivamente.
Finalmente, las bandas de absorcion ubicadas entre los 1083-1022 cm™ pertenecen a los modos
vibracionales del grupo C-O [68]. La Tabla 4.4 muestra los valores de longitud de onda, vibracién

molecular y grupo funcional del biopolimero empleado.

55



. Microesferas de alginato
] . f co,ca’
] v |/
—~] \\-. / /
m
3] | G fo /
o L} ~/ V Alginato
O -+ \ S~ -coo- C-0,
E : \\ \\ l'II / \L\\_.//\\ ” IIIerll r\__// /
g ] \ Q-H IIII / \\\ IIIIII -'ﬂll lll/ ’
g ] \. I.l"l I."I -"f ‘\‘ [ If'\’f |II | "‘
© ] '| ’."J I,-' x/ \ || lll [ \\ ! /
e Il". ."JI ’/ ‘ |I I'hlII ‘\“\U'I fJ'
. II"\ f'lf / ) \ I| 4 "'? [
E ."l / Il' \/
NS Voo
5 c00: O

Y T y T Y T ¥ T Y T ¥ T J T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm™)

Figura 4.15 Espectro infrarrojo de alginato y microesferas de alginato.

Tabla 4.4 Grupos funcionales y tipo de vibracion molecular pertenecientes al alginato de sodio.

Grupo funcional Vibracion molecular Longitud de onda (cm™)
O-H Estiramiento 3247
C-H Estiramiento 2920
Estiramiento asimétrico 1596
-COO- o _ )
Estiramiento simétrico 1415
co Estiramiento asimétrico 1060
flexion 1024

Una vez determinados los grupos funcionales de los materiales precursores y las microesferas sin
carga, se realizo una comparacion de las microesferas con carga y microesferas sin carga, con la
finalidad de comprobar la existencia de una interaccion polimero-farmaco. La Figura 4.16 muestra

los espectros infrarrojos de las microesferas con acetaminofén, observando que existe la presencia
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de los grupos funcionales hidroxilo (O-H), carboxilo (-COO-y C-O) y C-H, asi como a 625 cm'?,
se encuentra la banda de absorcion de una sal de acido carboxilico (-CO2-Ca"), indicando el
entrecruzamiento entre el polimero y los iones de calcio. Por otro lado, a una longitud de onda de
1515 cm™ se observo una banda de absorcion perteneciente a la vibracion de tension del grupo N-

H, verificando asi la presencia del farmaco en las microesferas.

La Tabla 4.5 muestra una comparacion de la longitud de onda registrada para las microesferas de

alginato sin y con carga de acetaminofén.

Transmitancia (u.a)

-COO0-

. ] y ] v ] Y 1 | I ¥ 1 . I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm™)

Figura 4.16 Espectro infrarrojo de microesferas de alginato cargadas con 0.1, 0.142 y 0.2 g de

acetaminofeén.
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Tabla 4.5 Comparacion de longitud de onda de microesferas de alginato sin y con carga

farmacéutica.

Microesferas de Microesferas de
alginato alginato con carga
Grupo funcional Vibracion molecular
Longitud de onda Longitud de onda
(em™) (em™)
O-H Estiramiento 3257 3263-3260
C-H Estiramiento 2920 2926-2920
Estiramiento asimétrico 1597 1598-1594
00 Estiramiento simétrico 1418 1421-1418
Estiramiento 1062 1083-1081
0 Estiramiento 1020 1019-1017
N-H Tension 1515
CO0Ca" Rocking en plano y 625 622
fuera de plano

4.1.5 Analisis térmico simultaneo (TGA/DSC)

Se realizaron analisis por termogravimetria (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC) del
acetaminofén, alginato y microesferas de alginato con acetaminofén. La Figura 4.17 muestra el
diagrama termoanalitico del fArmaco, donde se observa un primer pico endotérmico a 173.77°C
asociado a la temperatura de fusion de material y un segundo pico a 311.06°C debido a la
descomposicion del farmaco, coincidiendo con lo reportado por Jendrzejewska y col. [69] donde
atribuyen el segundo pico a la descomposicion del farmaco a una temperatura de 364°C, la
diferencia de temperaturas entre el reportado por estos investigadores y los obtenidos en el presente
trabajo puede deberse a las condiciones de operacion bajo las cuales se realizaron los analisis.
Jendrzejewska reportan una velocidad de calentamiento de 5°C/min, mientras que el obtenido en
el presente trabajo se realiz6 a 20°C/min, ambos bajo una atmaosfera de argon. Been y col. [70]
reportaron que el pico endotérmico a 170°C es debido a la fusion de la estructura cristalina del
farmaco. El anélisis termogravimétrico muestra una pérdida de masa total en una sola etapa de

aproximadamente 90% registrada entre (300-350)°C. Schnitzler y col. [71] trabajando bajo una
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atmosfera de nitrogeno con velocidad de calentamiento de 20°C/min, registran la pérdida del
farmaco hasta 326°C. Tomando nuevamente lo reportado por Jendrzejewska y col., reportan una

pérdida de peso del 72% iniciando la descomposicién del farmaco a 321°C y terminando en 378°C.
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Figura 4.17 Diagrama termoanalitico de TGA/DSC de acetaminofén.

En la Figura 4.18 se muestra la curva TGA/DSC del alginato. En el analisis DSC del polimero se
observa un perfil endotérmico a 93.10°C, con entalpia de 161.7 J/g, el cual corresponde a la
deshidratacién del polimero, mientras que el pico exotérmico registrado a 256.14°C y entalpia de
336.1 J/g se debe a la descomposicién del anillo glucosidico perteneciente a la molécula del
alginato. Maciel y Parize [72] registraron una deshumidificacion del material alrededor de los
100°C y la degradacion del blogue de &cido gulurdnico en torno a los 250°C. Soares y col. [73]
bajo una atmdsfera de nitrogeno (N2) y rampa de calentamiento de 20°C/min, analizaron el
comportamiento térmico de acido alginico y alginato de sodio, reportando que para el alginato de
sodio se observa una deshidratacion del material a 102.9°C y la descomposicién del mismo a
260.3°C. Pascalau y col. [74] trabajando con una atmdsfera de nitrégeno (N2) reportaron que la

desorcion del agua ocurre entre los 30 y 100°C, asi como la temperatura de descomposicion de
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enlaces glucosidicos ocurre entre los 225 y 250°C. Respecto al anélisis termogravimétrico (TGA)
del biopolimero (Figura 4.18), se muestran tres zonas de pérdida de peso, la primera de
aproximadamente 16% se debe a la pérdida de humedad en la muestra, la segunda de 44.14%
(T =250.57°C) se atribuye al rompimiento del anillo gulurénico perteneciente a la cadena
polimérica, dado que el polimero contiene grupos hidroxilo y carboxilo, al momento de romper los
enlaces del anillo glucosidico se reduce a una molécula con extremos hidroxilo y carboxilico.
Finalmente, entre los 450-800°C se tiene la formacidn de carbonatos de sodio y la degradacion

térmica del mismo, esto es debido a la fragmentacion y conversion del polisacarido en carbon.
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Figura 4.18 Diagrama termoanalitico TGA/DSC de alginato.

La Tabla 4.6 muestra un resumen del porcentaje de pérdida de peso, rangos de temperatura y
fenomenos térmicos del analisis TGA del polimero. Maciel y Parize [72] reportan en la primera
zona de descomposicion una pérdida de 10% alrededor de los 110°C, en la segunda zona obtuvieron
un 20% de pérdida de peso debida al agua ligada con los grupos OH del polimero y finalmente a

400°C ocurre la degradacion térmica del anillo glucosidico. Lopez Ortega [75] en el analisis de
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descomposicion de alginato de sodio reporta que la descomposicion del anillo gulurénico ocurre a
una temperatura maxima de 288.65°C con una pérdida de masa de 49.8% bajo una atmosfera de

N2 con un flujo de calor de 20°C/min.

Tabla 4.6 Descomposicion térmica de alginato, resultado del analisis termogravimétrico (TGA).

Pérdida de masa

Etapas Evento térmico AT (°C)
(%)
1 Pérdida de humedad 25-200 16.14
Rompimiento del anillo
2 o 200-450 44.14
gulurénico

Formacién de NaCOz y
3 L 450-800 13.54
degradacion térmica

La Figura 4. 19 muestra los diagramas termoanaliticos obtenidos de las técnicas TGA/DSC para
las microesferas sin y con carga. En el caso de las microesferas libre de farmaco se observa
primeramente el perfil endotérmico de la pérdida de agua a 113.89°C con una entalpia de 398.2
J/g, a medida en que va en aumento la temperatura, se presentan dos picos exotérmicos a 236.16°
y 298.85°C, estos perfiles son referentes a la descomposicion de los bloques manurénico y
gulurénico, respectivamente. Esta diferencia de temperaturas en la descomposicion entre el
polimero en polvo y las microesferas de alginato, es debida a que a medida que aumenta la
reticulacion de las MEs, la muestra se vuelve térmicamente mas estable, por lo que la degradacion

y descomposicion del material se ve retardada.

Respecto al analisis DSC de las microesferas de alginato con acetaminofén, se observa nuevamente
la presencia de los perfiles endotérmicos referentes a la deshumidificacion del material en rangos
de 100°C-109°C, teniendo en cuenta los perfiles endotérmicos del polimero, para las MEs con
farmaco se tiene un aumento en las temperaturas de deshidratacion de 10°C aproximadamente, este
fendmeno se presenta también para el perfil de degradacion del acido gulurénico de las MEs con
farmaco, donde la temperatura de degradacion se encuentra entre 280°C-290°C siendo ésta 30°C

mayor que la del biopolimero.
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Figura 4. 19 Diagramas termoanaliticos TGA/DSC para microesferas sin carga (a) y
microesferas con 0.1 (b), 0.142 (c) y 0.2 (d) g de acetaminofén.

Dentro del andlisis termogravimétrico, la Tabla 4.7 muestra los datos obtenidos para las
microesferas sin y con carga, reportando la temperatura maxima de la pérdida y el porcentaje de
pérdida de peso. En el caso de las microesferas libres de farmaco, se observan 4 etapas de
descomposicion, la primera como se ha mencionado es debida a la pérdida de humedad, a una
temperatura de 113.89 se pierde 17% de la masa inicial, en la segunda etapa se tiene la
descomposicion del &cido manurdnico a una temperatura de 234.63°C y 14% de pérdida, para la
tercera etapa a una temperatura de 285°C se tiene el rompimiento del anillo gulurénico perdiendo
un 25% en peso, en los casos del rompimiento de anillos del bloque G y M que posee la molécula,
estos son degradados a grupos hidroxilo y carboxilico, lo que provoca la pérdida de peso.
Finalmente, en la cuarta etapa, al igual que en las microesferas con acetaminofén se tiene la
formacion de carbonatos y la descomposicion de éstos con disminuciones del 18% en peso, como
se menciona anteriormente esta etapa es llevada a cabo por la fragmentacion y conversion del

polisacarido en carbon.
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Para el caso de las microesferas con carga se observan 3 zonas de pérdida, la primera debida a la
deshidratacion del material con pérdidas entre 15 y 20%, la segunda zona tiene la mayor pérdida
de peso siendo de aproximadamente 40% referida a la descomposicion del anillo glucurénico, y
finalmente en la Gltima etapa se tiene la formacion de carbonato de sodio y su descomposicion
térmica con pérdidas entre 8 y 10% en peso. Con la finalidad de comprobar la descomposicion de
ambos bloques G y M de la molécula en las microesferas con farmaco, se recurrio al analisis de la
derivada del flujo de calor respecto a la temperatura, Figura 4. 20 observado que se registra la
descomposicion del grupo manurénico a una temperatura de 212.21°C, resultado similar a lo
reportado por Srisuwan y Srihanam [76] en sus estudios de analisis térmico de microparticulas de
alginato, reportan que a una temperatura de 229 y 343°C se tiene la descomposicion de los blogques
My G del acido manurénico y acido gulurdnico de la cadena polimérica, reduciendo a moléculas
hidroxilicas para finalmente a temperaturas mayores de 470°C fragmentar y descomponer en
carbonatos.

Tabla 4.7 Datos termogravimétricos de microesferas de alginato sin y con carga farmacéutica

Muestra ME:s sin carga ME:s 0.1 MEs 0.142 MEs 0.2
DTG DTG DTG DTG
Evento térmico %PP* %PP* %PP* %PP*
°O) ((®) °O) O
Pérdida de
113.89 | 17.36 | 102.65 | 19.29 | 1029 | 21.23 | 109.86 | 14.87
humedad
Descomposicion | 234.63 | 14.57
271.62 | 3859 | 271.48 | 40.20 | 275.21 | 37.79
del polimero | 285.60 | 25.25
Formacion
474.21 477.37 487.11 489.18
Na:2COs
18.82 10.91 8.77 8.31
Descomposicion
650.89 666.49 633.02 648.52
Na:COs3

*PP= Pérdida de peso
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Figura 4. 20 Diagrama termoanalitico que representa la derivada del flujo de calor (W/g°C)

respecto a la temperatura de las microesferas con 0.1 g acetaminofén

4.1.6 Porcentaje de rendimiento

Se determind el porcentaje de rendimiento para las microesferas sin y con carga, mostrando que,
para las microesferas sin carga, el promedio dado en porcentaje de rendimiento es de 69.16-78.12%
(Tabla 4. 8), y para las microesferas con acetaminofén los rendimientos son entre 77.50-83.80%
(Tabla 4.9). Sivan y col. [62] reportaron rendimientos de 60 y 88% para las microesferas obtenidas
a 1000 y 800 rpm, respectivamente. Concluyendo que la velocidad de agitacion no solo influye en
el tamafio de particula, sino que también interviene en los rendimientos de produccién. Zavay col.
[60] para sus microesferas de alginato con acido A-aminolevulinico registraron rendimientos del
60.5%. Benavides y col. [77] empleando una emulsion aceite/agua (O/W), obtuvieron rendimientos
de 60.2-62.3% para microesferas con aceite esencial de tomillo, atribuyendo las bajas eficiencias a
las pérdidas que existen en el momento de la extrusion de la solucion polimérica entre el émbolo
de la jeringa y las paredes de ésta. Dhamecha y col. [78] realizaron un estudio comparativo de los
métodos mas comunes de sintesis de MEs de alginato obteniendo rendimientos entre 66.6 y 96.6%.
Comparando los rendimientos con lo reportado por los distintos autores mencionados es posible
decir que la técnica empleada en este proyecto resulta factible teniendo rendimientos mayores o

iguales a 70%.
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Algunos de los factores que influyen en los porcentajes de rendimiento son las pérdidas de muestra

entre lavados, la solucién acuosa restante entre las paredes de los recipientes empleados para la

obtencion de la emulsion, y la relacion polimero-reticulante. Esta Gltima es de gran importancia,

puesto que una baja concentracion de solucién reticulante tendria menor interaccion entre las gotas

formadas en la emulsion, resultado en una menor cantidad de microesferas formadas. Esto es

posible de comprobar en los resultados mostrados en la Tabla 4.8, puesto que las muestras

elaboradas con una relacion 2:1 de solucion de polimero-solucion reticulante (SA2CA2.5 y

SA2CA2.5 1), tienen menor porcentaje de rendimiento a comparacion de las que se prepararon

con una relacion 1:0.8 solucion de polimero-solucion reticulante (SASCA2.5 y SASCA2.5 1),

para los mismos tiempos de reticulacion de 15 min (SA2CA2.5 y SA5CA2.5) y 60 min
(SA2CA2.5_1y SASCA2.5 1).

Tabla 4. 8 Resultados de porcentaje de rendimiento de las microesferas de alginato.

Formulacion Masa inicial Masa final (g) | % Rendimiento voRendimiento
(2 promedio
0.500 0.340 68.10%
SA2CA2.5 0.500 0.370 73.82% 75.09+7.7 %
0.500 0.417 83.37%
1.250 0.863 69.08%
SASCA2.5 1.250 0.966 77.28% 78.12+9.5%
1.250 1.100 88.00%
0.500 0.383 76.60%
SA2CA2.5 1 0.500 0.300 60.00% 69.16+8.4%
0.500 0.354 70.87%
1.250 0.870 69.60 %
SASCA2.5 1 1.250 0.937 75.00% 75.11+£5.5%
1.250 1.009 80.75%
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Tabla 4.9 Resultados de porcentaje de rendimiento de las microesferas de alginato con

acetaminofén.

Formulacion Masa inicial (g) | Masa final (g) | %Rendimiento “oRendimiento
promedio

0.500 0.372 74.30%

MEs 0.1 0.500 0.412 82.30% 78.90+£3.3 %
0.500 0.401 80.20%
0.500 0.377 75.50%

MEs 0.142 0.500 0.393 78.50% 77.50+1.4%
0.500 0.392 78.49%
0.500 0.410 81.90%

MEs 0.2 0.500 0.444 88.80% 83.80+3.5%
0.500 0.404 80.80%

4.1.7 Porcentaje de pérdida de humedad

Las Tabla 4.10 y Tabla 4.11 muestran los resultados en porcentaje de pérdida de humedad de las
microesferas de alginato sin y con carga de acetaminofén, respectivamente. En el caso de las
microesferas sin carga es apreciable que las formulaciones sintetizadas con una solucién de
alginato al 5% p/v poseen bajos porcentajes de perdida de humedad, es importante recordar que
una mayor cantidad de solucion polimérica produce microesferas mas densas por lo tanto la
difusion de solvente a través de las cadenas poliméricas se ve afectado, evitando asi una
eliminacion efectiva. Por otra parte, las microesferas fabricadas al 2% p/v registran porcentajes de

perdida de humedad maés efectivos en comparacién con las formulaciones al 5%.

En adicion a este andlisis, para el caso de los lotes de microesferas con farmaco, las microesferas
con 0.1 y 0.2 g de acetaminofén presentan valores de pérdida de humedad similares a las
formulaciones SA2CA2.5 y SA2CA2.5 1. Ademas, se observa que el porcentaje de pérdida de
humedad para las microesferas con 0.142 g de acetaminofén esta por arriba del 40% lo que puede
indicar que absorbieron mayor cantidad de solvente entre lavados, en comparacion con las muestras

anteriores.
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Tabla 4.10 Resultados de pérdida de humedad de microesferas de alginato.

% Pérdida de

% Pérdida de

Formulacion Masa inicial (g) | Masa final (g) humedad humedad

promedio
0.444 0.340 23.40 %

SA2CA2.5 0.436 0.370 15.13% 20.60+4.7
0.487 0.417 23.23%
0.970 0.863 10.90 %

SASCA2.5 1.134 0.966 14.83% 14.53+3.5
1.357 1.100 17.86%
0.466 0.383 17.90 %

SA2CA2.5 1 0.405 0.300 25.92% 20.44+4.7
0.428 0.354 17.50%
1.007 0.870 13.70 %

SASCA2.5_1 1.042 0.937 10.07% 13.22+2.9
1.200 1.009 15.91%

Tabla 4.11 Resultados de pérdida de humedad de las microesferas de alginato con acetaminofén.

% Pérdida

% Pérdida de

Formulacion Masa inicial (g) | Masa final (g) humedad
de humedad
promedio
0.503 0.371 26.20
MEs 0.1 0.513 0.411 19.85 24.45 +3.27
0.551 0.401 27.28
0.510 0.377 25.84
MEs 0.142 0.665 0.392 40.97 41.60+13.14
0.935 0.393 58.03
0.517 0.410 20.90
MEs 0.2 21.70 £1.85
0.586 0.444 24.25
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0.504 0.404 19.90

4.1.8 Eficiencia de encapsulacion de farmaco

Se determind la eficiencia de encapsulacion de las tres formulaciones dadas para las microesferas
con carga. Para la curva de calibracion se analizaron muestras de concentracion conocida de
acetaminofén (5, 10, 20, 30, 40 ppm). La Figura 4.21 muestra un pico caracteristico para cada
concentracion, coincidiendo en la longitud de onda de 243.20 nm. Conociendo la absorbancia para
cada una de las soluciones a las concentraciones establecidas, se realiz6 la curva de calibracion
(Figura 4.22). Los datos fueron sometidos a un ajuste lineal, obteniendo un valor de correlacion de
0.995 y la ecuacion de la linea recta obtenida esta representada por la ec. 4.1.

Absorbancia — 0.0068
0.0053

Concentracion acetaminofén (ppm) = 4.1)

En soluciones que presentan un comportamiento normal (tipo gaussiano) en su curva de
absorbancia, se considera solo la intensidad ya que la curva al comienzo y final de la absorciéon del
haz de luz ésta regresa al punto de intensidad cero. En casos donde la curva no tenga este
comportamiento, se toma en cuenta el area bajo la curva dentro de los limites inicial y final de la

onda de absorbancia.
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Figura 4.21 Espectro UV-VIS de las soluciones patron de acetaminofén.
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Figura 4.22 Curva de calibracion para la determinacion de acetaminofén presente en las MEs.

La Tabla 4.12 muestra los resultados de las eficiencias de encapsulacion de farmaco en cada
ensayo, para las microesferas con 0.1 g de acetaminofén el porcentaje determinado fue de 75%,

para microesferas con 0.142 g se obtuvo una eficiencia de encapsulacion de 36% y finalmente para
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las microesferas cargadas con 0.2 g de farmaco se tuvieron eficiencias de 46%. Es notorio que en

las microesferas con menor cantidad de fA&rmaco se obtuvieron eficiencias mayores al 50%, caso

contrario de las microesferas con 0.142 y 0.2 g.

Tabla 4.12 Resultados de eficiencia de encapsulamiento en microesferas de alginato con

acetaminofén.

Acetaminofén
Masa de
Acetaminofén real
microesferas Eficiencia de
teodrico encapsulado Eficiencia de
Formulaciéon | cargadas con carga
encapsulado en las carga (%)
acetaminofén promedio (%)
(g) microesferas
(®
(®
0.371 0.100 0.086 86%
MEs 0.1 0.411 0.100 0.073 73% 75.33+7.9
0.401 0.100 0.067 67%
0.377 0.142 0.053 37.5%
MEs 0.142 0.392 0.142 0.053 37.3% 36.16+1.74
0.392 0.142 0.048 33.70
0.409 0.200 0.092 45.5%
MEs 0.2 0.444 0.200 0.090 45% 46.83+2.2
0.404 0.200 0.100 50%

Jyothi y col. [79] realizaron una revision en la que mencionan los principales factores que influyen
en la eficiencia de encapsulacién: (1) alta solubilidad del polimero en solventes organicos, (2) baja
solubilidad del disolvente orgéanico en agua, (3) baja concentracion de polimero y (4) tasa lenta de
evaporacion de solventes. Por su parte Sivan y col. [62] reportaron que se obtiene mayor eficiencia
de encapsulacién cuando la velocidad de agitacion de la emulsién disminuye, recordando que para
las microesferas sintetizadas a 1000 rpm obtuvieron una E.E.=63%, mientras que las obtenidas a
800 rpm E.E.=70%.
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Huang y col. [59] consiguieron una eficiencia de atrapamiento del 63% para las microesferas
alginato-luteina, asi mismo, observaron que bajas concentraciones de alginato conducen a bajas
eficiencias de atrapamiento. Por otra parte, se demostré que una mayor concentracion de cloruro
de calcio condujo a una menor eficiencia de atrapamiento. La razon es que los iones de calcio
pueden unirse a los grupos carboxilicos limitados del alginato, lo que lleva a la formacion de un
gel termoestable fuerte. Una vez que los sitios de unién estuvieran completamente ocupados, el
exceso de iones de calcio limita la interaccion de la luteina con el alginato. Uyen y col. [60]
lograron eficiencias de encapsulacion, para las microesferas alginato-curcumina, de 37.67 a
53.36% siendo éstas dependientes de la concentracion de solucion de alginato. Puesto que al
aumentar la concentracion de alginato de 2% a 5% p/v aumento la eficiencia de encapsulacion. El
aumento de la viscosidad elimina la difusion de la curcumina fuera de la red de alginato de alta
densidad durante el proceso de gelificacion, promoviendo la gelificacion del cloruro de calcio y el

alginato de sodio.

Dicho esto, es probable que los valores de eficiencia de encapsulacién obtenidos estén
influenciados por una baja concentracion de polimero, una lenta tasa de evaporacion del disolvente,
ya gue se necesitan 3 horas para asegurar su eliminacion total y las altas velocidades de agitacion
en la emulsion. Por lo tanto, una forma de optimizar la eficiencia de la encapsulacion seria usar
proporciones de polimero mas altas y aumentar la temperatura de evaporacion entre 90 y 100 °C

para tener tasas de evaporacion mas eficientes.

4.1.9 Cinética de liberacion

Siguiendo la metodologia redactada en el apartado 3.5 Cinética de liberacién de farmaco, las
microesferas fueron suspendidas en tampon fosfato salino o buffer fosfato salino (PBS), tomando
alicuotas a diferentes tiempos y determinando la cantidad de farmaco liberado mediante
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis), la cinética de liberacion se determiné por los modelos
cinéticos de orden cero, primer orden, Higuchi y Rigter Peppas (apartado 2.10 Modelos cinéticos
de liberacion). La Tabla 4.13 muestra un resumen de los datos obtenidos de farmaco liberado en
funcién del tiempo, por su parte la Tabla 4.14, contiene los modelos cinéticos descritos

anteriormente con los respectivos valores determinados para cada seccion de liberacion.
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La determinacion de los mecanismos de liberacion se realizd por secciones, cada formulacion
analizada tiene un total de cuatro secciones donde, para cada seccion se aplicdé un modelo
matematico para determinar el de mejor ajuste. Las Tablas 4.15-4.17 resumen los valores del

coeficiente de correlacidn obtenido para cada seccion en las diferentes formulaciones.

Tabla 4.13 Concentracién de acetaminofén liberado desde las microesferas.

Tiempo | Masa de acetaminofén liberado (mg)
(h) F9 0.1 F9 0.141 F9 0.2
0 0 0 0
0.25 3.44 1.20 1.66
0.5 4.80 2.17 3.93
1 6.96 3.22 7.02
1.5 10.62 4.56 10.21
3 13.48 7.51 13.70
9 16.53 10.40 16.81
24 21.35 13.10 20.27
48 23.89 14.48 23.07
72 26.18 17.25 27.94
144 30.06 20.68 30.87
168 33.35 22.65 34.32
192 37.51 24.23 36.85
216 39.46 25.33 38.73
240 42.16 28.04 41.79
312 43.74 29.94 43.76
384 45.27 31.32 45.58
480 46.73 32.56 47.13
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Tabla 4.14 Resultados de modelos de liberacién de farmaco desde las microesferas

[o¢]

Modelo
Microesferas con 0.1 g Microesferas con Microesferas con 0.2 g
cinético de
acetaminofén 0.142 g acetaminofén acetaminofén
liberacion
Q:kot Q=k0t Q=k0t
Orden cero r? =0.998 r? =0.998 r? =0.998
Q =13.817t Q = 8.891t Q = 6.512t
M, M, M,
M_w:kHﬁ M_m:kHﬁ M_w:kl?ﬂ/f
Higuchi r? = 0.998 r? =0.998 r? = 0.992
M M M
M—t = 0.234+/t —L = 0.1801vt —L = 0.2348Vt

o)

Primer Orden

lth = lnMO + klt

lth = lnMO + klt

lth = lnMO + klt

Q = 31.322¢01892

Q = 18.200¢9-2784

r2 =0.992 r? =0.992 r? =0.998
InM, = 3.89x1073 + 2.85¢ InM, =0.06+11.16¢t InM, = 5.62x1073 + 3.33t
Q = kgpt™ Q = kgpt" Qc = kppt™
Rigter-Peppas r? = 0.999 r?2 =0.999 r? =0.998

Q = 16.0247t%1750

Para las Tablas 4.15-4.17 se resalta con gris, los mejores ajustes para cada seccion, en el caso donde

dos 0 mas modelos se ajustan a la seccion se calcul6 el criterio de aceptacion de Akaike para

determinar el de mayor correlacion. El criterio de aceptacion de Akaike es un criterio de calidad

relativa de un modelo, obtenido a partir de la suma de los residuos y un factor que penaliza la
inclusion de parametros.

Tabla 4.15 Resultados de los coeficientes de correlacion, R?, para las microesferas con 0.1 g

acetaminofén.

Seccion

Modelos cinéticos

Orden cero

Modelo
Higuchi

Primer orden

Rigter-
Peppas
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1 0.998 0.982 0.904 0.981
2 0.948 0.998 0.920 0.991
3 0.991 0.993 0.998 0.992
4 0.966 0.992 0.994 0.997

Tabla 4.16 Resultados de los coeficientes de correlacion, R?, para las microesferas con 0.141g

acetaminofén

Modelos cinéticos
Seccion Modelo Rigter-
Orden cero Primer orden
Higuchi Peppas
1 0.998 0.984 0.976 0.991
2 0.954 0.998 0.913 0.990
3 0.992 0.995 0.995 0.994
4 0.986 0.993 0.982 0.996

Tabla 4.17 Resultados de los coeficientes de correlacion, R?, para las microesferas con 0.2g

acetaminofén

Modelos cinéticos
Seccién Modelo Rigter-
Orden cero Primer orden
Higuchi Peppas
1 0.998 0.960 0.922 0.992
2 0.979 0.992 0.936 0.992
3 0.956 0.938 0.998 0.992
4 0.948 0.961 0.938 0.998

Se realiz6 la comparacién de la liberacion de acetaminofén contenido en las microesferas contra

una tableta de acetaminofén, las muestras fueron analizadas a las mismas condiciones (pH=7.4 y
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T =37°C). En la Figura 4.23 se puede observar que la tableta convencional libera el 100% de su
contenido a un tiempo de 15 minutos mientras que las microesferas solo han liberado ~7% de su
contenido. Esto comprueba que, al tener la ingesta del medicamento via oral, se obtiene un alivio
del malestar al momento, pero la desventaja es que su tiempo de vida es de 4-6 horas provocando
una ingesta consecutiva. Por otra parte, las microesferas de polimero con farmaco contenido
retardan la libracion de farmaco gracias al entrecruzamiento de las cadenas poliméricas. Por lo
tanto, el grado de liberacion del farmaco aumenta a medida que aumenta la concentracion del
agente reticulante, ya que la interaccion de las moléculas del polimero con los iones de calcio

reduce el grado de hinchamiento, provocando asi una menor disolucion de la matriz [36].

80 S
a) i b)
70
A 0.2
60 / #-0.141
/ 0.1
2 50 / g
© | ©
@ I -
2 / ©
™ f‘ 2
£ / =
x 30 / £
;’
20 },-’
10 Vi
0 —
0 1 2 3 4 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 4.23 Sistema de liberacion de (a) pastilla convencional 550mg vs (b) microesferas con

acetaminofén.

En la Figura 4.21 se observa que la liberacion total del farmaco para cada formulacion analizada
se dio a las 480 h (20 dias). Como se mencioné anteriormente el andlisis de mecanismos de
liberacion se realizd por secciones. En la primera seccion se encontro que, para los tres casos de

estudio, se tiene una liberacion rafaga de aproximadamente el 20% de farmaco contenido generada
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por el farmaco acumulado cerca de la superficie de las microesferas, en las siguientes 45 horas el
mecanismo de liberacién se dio por la relajacion de cadenas poliméricas y difusion de farmaco a
través de ellas, liberando el 50% de farmaco inicialmente afiadido, el modelo cinético que describe
esto es el modelo de Higuchi. En la tercera seccion (72 a 172 h) se ha liberado el 80% de
acetaminoféen, el mecanismo de liberacion sigue una cinética de primer orden en la que la solucion
de PBS penetra en las microesferas, provocando la difusion del farmaco y la relajacion de la cadena.
Finalmente, las 264 horas restantes se rige por el modelo de Rigter y Peppas, donde el exponente
de difusion (para los tres casos) tiene un valor de n < 0.45, lo que indica que la difusion del
farmaco por hinchamiento es del tipo ficksiana, es decir la difusion se da desde zonas de alta

concentracion hacia zonas de menor concentracion de farmaco.

Las Figuras 4.22-4.24 ilustran los sistemas de liberacion para cada formulacion y las secciones
consideradas. Uyen y col. [60] reportan que el proceso de liberacion de curcumina cargada en las
microesferas se dio por medio de hinchamiento de la matriz polimérica, liberando el 98% de
curcumina en 28 dias. Describiendo también que ocurre un intercambio iénico de sodio (Na®)
encontrados en el medio PBS, los cuales entran en la red de alginato y reemplazan a los iones Ca2*
unidos en los grupos COO-, lo que da como resultado el hinchamiento de la matriz de alginato
provocando la difusién de la curcumina. Del analisis de los modelos matematicos el que presenta

mayor convergencia fue el modelo de orden cero.

Caizaluisay col. [55] reportaron que los modelos cinéticos que describen mejor el comportamiento
de liberacion de claritromicina fueron el modelo de primer orden y Rigter-Peppas. El ensayo de
liberacion se llevo a cabo hasta 720 min. Para el caso de las microesferas con metronidazol los
mecanismos que se ajutaron a la liberacion fueron el modelo de primer orden, Hixson-Crowell,
Higuchi y Rigter-Peppas. En ambos casos de estudio (metronidazol y claritromicina) el exponente
n del modelo Rigter-Peppas fue menor a 0.45, por lo tanto, el mecanismo de difusion fue del tipo

ficksiano.

La solubilidad de las microesferas puede verse afectada por el pH del medio donde se realice los
ensayos de liberacion. Se ha reportado que, en medios acidos, las microesferas son completamente
insolubles, mientras que a pH neutros las microesferas se vuelven solubles, por lo tanto, los

mecanismos de liberacion se dan por difusion [59].
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Dados los resultados reportados por otros investigadores, en resumen, los mecanismos
involucrados en la liberacién de acetaminofén fueron hinchamiento de las cadenas de alginato y

difusion ficksiana a través de los poros de las microesferas.

100
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90 Q — kﬂpt"
r2 =0.999

80 Primer Orden =31 322 {4109
g 70 gt b
S 60 InM; = 3.8921x10 3 + 2.8518 ¢
o Al
Ao .",_/ . -
5 50 _:_-‘/f Higuchi ”
s 40 / o= kit
© ' r?2 = 0.998

30 |/ i
S % =0.2342/t

20 I Orden Cero W

: Q = kot
10 % r2=10.998
Q =13.817t
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Figura 4.24 Perfil de liberacion de acetaminofén desde las microesferas de alginato (MEs 0.1).
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Figura 4.25 Perfil de liberacion de acetaminofén desde las microesferas de alginato (MEs 0.141).
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Figura 4.26 Perfil de liberacion de acetaminofén desde las microesferas de alginato (MEs 0.2).
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4.1.10 Anélisis paramétrico de las microesferas

Como se ha discutido anteriormente, la concentracion es uno de los factores principales que afecta
directamente a los rendimientos de produccion de microesferas y a su vez al tamafio de particula.
Como se puede observar en la Figura 4. 27, una menor concentracion de solucion polimérica
proporciona menores rendimientos de produccion y tamafios de particula menores, mientras que el
aumento en la concentracion de solucion polimérica da como resultados tamarios de particula

mayores y rendimientos superiores al 70%.

Figura 4. 27 Factores de variacion en la concentracion de solucion polimérica.

Para el caso de las microesferas con acetaminofén, analizaremos como influye la cantidad de
farmaco en la eficiencia de encapsulacion y tamafio de particula. La Figura 4. 28 muestra las
variaciones del tamario de particula y eficiencia de encapsulacion respecto a la cantidad de farmaco
contenida en las microesferas, observando que a menores cantidades de farmaco las eficiencias de
encapsulacion son superiores al 75% mientras al aumentar la cantidad de farmaco las eficiencias
disminuyen debido a que no se tiene una buena dispersién del farmaco en la solucién acuosa inicial.

Por otra parte es de observase que el tamafio de particula tambien se ve afectado por la
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concentracion de farmaco contenido, ya que una menor cantidad de farmaco resulta en

microesferas de mayor tamafio, sin embargo, es importante resaltar que a una relacion 3.5:1 de
polimero: farmaco, las microesferas obtienen menor tamafio y menor eficiencia de encapsulacion,
recordando tambien que a esta relacion de polimero: farmaco se generd una mejor estabilidad de
las microesferas en los ensayos de liberacion ya que al paso de 24 horas, estas solo habian liberado

el 40% de su contenido, mientras que las microesferas con 0.1 y 0.2 g de acetaminofén habian
liberado cerca del 50% del contenido inicial.
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Figura 4. 28 Factores de variacion en la cantidad de farmaco reticulado.
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CAPITULO 5 CONCLUSIONES

1. Es posible la obtencion de microesferas de biopolimero mediante el método
emulsion/evaporacion de solvente, resultando en rendimientos mayores al 70%, esferas con
distribucion de tamafio y morfologia uniforme. El uso de este método resulta conveniente para
la encapsulacion de distintos agentes tales como proteinas, factores de crecimiento, farmacos,
aceites esenciales, probi6ticos, entre otros.

2. Los tamafos obtenidos resultaron 6ptimos dada la aplicacion considerada a futuro. En caso de
ser requerido un aumento o disminucion de tamafio de las microesferas, factores como la
velocidad de agitacién, viscosidad de la solucion polimérica y concentracion de agente
reticulante son determinantes del tamafio de particula de las microesferas. Un aumento en la
viscosidad en la solucion polimérica es directamente proporcional al tamafio de las
microesferas, es decir el tamafio de éstas aumenta al aumentar la viscosidad. Velocidades de
agitacion mayores a 10,000 rpm resulta en microesferas de tamafios menores a 1 pm.

3. Se comprobd la presencia del farmaco y la reticulacion de las microesferas mediante analisis
por FT-IR, ya que se muestra la sal carboxilica formada por los iones Ca?* y el grupo funcional
amino caracteristico del acetaminofén.

4. La reticulacién de las microesferas demostrd dar mayor estabilidad térmica, ya que la
descomposicion térmica ocurre a temperaturas mayores en comparacion con el polimero en
polvo.

5. Las eficiencias de encapsulacion resultaron con elevado contenido de acetaminofén, sin
embargo, la mejora de ésta es posible utilizando una solucion de polimero menor al 2% (m/v),
una tasa de evaporacion de solvente mas alta y una mejor dispersion polimero/farmaco.

6. El uso de microesferas de alginato como sistemas de administracion de farmacos es favorable
ya que se obtiene una liberacion sostenida de hasta 20 dias. Ademas, las microesferas mostraron
una liberacion sostenida debido al proceso de difusion e hinchamiento de las cadenas

poliméricas, mostrando un efecto burst en las primeras 1.5 horas.
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RECOMENDACIONES Y TRABAJO FUTURO

Se recomienda una mejora en la relacién polimero-fa&rmaco ya que proporcionara resultados de
eficiencia mas altos, trabajar con tasas de evaporacion mas altas y mejorar la dispersion del farmaco
en la solucion acuosa. Analizar la posibilidad de formar microesferas mediante una doble emulsion,
con la finalidad de emplear dos polimeros diferentes para mejorar la liberacion de agentes activos,
retardando la degradacion de la matriz polimérica. Se ha reportado que polimeros como la pectina
posee propiedades similares al alginato, lo cual lo vuelve un candidato factible para la produccion

de microesferas alginato/pectina.

Mejorar el proceso de lavado de microesferas empleando solventes distintos al éter de petroleo y
alcohol etilico o bien proponer un agente distinto de aceite mineral para la solucién organica.
Realizar los ensayos de cinética de liberacion comparando la pérdida de masa de polimero de

microesferas debidas al hinchamiento y difusion de agentes activos.

Como trabajo futuro se continuara con el estudio de citotoxicidad de las microesferas mediante la
reduccion de MTT empleando fibroblastos humanos (MG-63 cell line). Una vez comprobando la
viabilidad celular de las microesferas se pretende formar microesferas de alginato con material
regenerador 6seo como vidrio bioactivo y la carga de acetaminofén para ser incorporados en
andamios para la regeneracion de tejido blando (cartilago) desgastado por causa de artritis. Los
andamios seran fabricados por metalurgia de polvos y se evaluaran sus propiedades mecanicas para
seleccionar el de mejor calidad. Realizar los estudios in vitro de andamios con las células y ensayos

in vivo empleando Mus musculus mice.
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